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RESUMEN

El actual interés entorno a la microbiota intestinal estd impulsando al desarrollo de
investigaciones que puedan demostrar la existencia de microorganismos beneficiosos para el
control de microorganismos potencialmente nocivos asociados a problemas de salud publica
como las toxiinfecciones alimentarias (TIA’s), en este sentido, una estrategia para favorecer su
viabilidad y supervivencia es la microencapsulaciéon con materiales que ejerzan un papel de
material de pared y termoprotector. El objetivo de la presente investigacién fue evaluar el
efecto de Lactobacillus gasseri y Lactobacillus plantarum microencapsulados sobre los
patégenos Escherichia coli 0157:H7, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes asociados
a la incidencia de TIA’s e infecciones en las producciones pecuarias. Para esto se realizaron
cinéticas de fermentaciéon (consumo de azucares (mg/L), produccién de proteinas (mg/L),
medicién del crecimiento microbiano, determinaciéon de pH, cuantificacién de acido lactico
(%)) cada 2 horas y 50 minutos por 24 h. Se propusieron dos medios de cultivo que
consistieron en un medio comercial MRS (De Man, Rogosa & Sharpe) y un medio no comercial
denominado PRO. Posteriormente, se microencapsularon las cepas lacticas por secado por
aspersion en una matriz de maltodextrina e inulina al 15%. Luego se determiné su viabilidad
(UFC/mL) y caracterizacién fisica en condiciones de almacenamiento (20+2°C) alos 8, 15, 20,
30,y 45 dias. Enseguida, se identifico morfolégicamente por microscopia electrénica (SEM) el
material microencapsulado. Posteriormente, L. gasseri y L. plantarum microencapsulados se
evaluaron en condiciones gastrointestinales simuladas. A continuacion, se determiné su
concentracion minima inhibitoria (CMI) en concentraciones de 80, 90, 100, 120, 125 y 150 uL
y se verifico la produccion de exopolisacaridos (EPS). Se encontré que L. plantarum y L. gasseri
alcanzaron su fase exponencial a las 11:50 (3,0x1011) y 8:50 horas (3,0x1012). El analisis
estadistico de medidas repetidas mostré que no existen diferencias significativas entre los
medios (p>0,05). El consumo de azuicar fue de 6,98 y 5,90 mg/Ly 3,14 y 3,30 mg/L y valores
de proteina de 4,88y 4,53y 7,32 y 6,42 mg/L respectivamente. Se encontro acido lactico (10,9
y 8,4 g/L) y un péptido conformado por VAL-TIR-VAL. Los microorganismos probioticos
microencapsulados presentaron una adecuada viabilidad al someterlos a las diferentes
condiciones encontradas en el TGI y por tanto pueden ejercer sus multiples efectos en el
hospedero, generando alimentos libres de residuos de medicamentos, hecho importante en la

seguridad alimentaria del consumidor y en las producciones pecuarias.



VIl Microencapsulacion de Lactobacillus gasseri'y Lactobacillus plantarum bajo condiciones
gastrointestinales simuladas y su efecto sobre patdgenos asociados a toxiinfecciones
alimentarias (TIA’s).

Palabras clave: probidtico, prebioticos, inocuidad alimentaria, salud humana y animal,

antibioéticos

Microencapsulation of Lactobacillus gasseri y
Lactobacillus plantarum under simulated
gastrointestinal conditions and their effect on
pathogens associated with alimentary
toxiinfections (ATI's)

Abstract

The current interest in the intestinal microbiota is driving the development of research that
can demonstrate the existence of beneficial microorganisms for the control of potentially
harmful microorganisms associated with public health problems such as foodborne infections
(TIA's), in this sense, a strategy to promote their viability and survival is microencapsulation
with materials that exert a role of wall material and thermoprotector. The objective of this
research was to evaluate the effect of microencapsulated Lactobacillus gasseri and
Lactobacillus plantarum on the pathogens Escherichia coli 0157:H7, Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes associated with the incidence of ATI's and infections in livestock
production. Fermentation kinetics (sugar consumption (mg/L), protein production (mg/L),
microbial growth measurement, pH determination, lactic acid quantification (%)) every 2
hours and 50 minutes for 24 h were performed. Two culture media were proposed consisting
of a commercial medium MRS (De Man, Rogosa & Sharpe) and a non-commercial medium
named PRO. Subsequently, lactic acid strains were microencapsulated by spray drying in a
15% maltodextrin and inulin matrix. Viability (CFU/mL) and physical characterization were
then determined under storage conditions (20+2°C) at 8, 15, 20, 20, 30, and 45 days. Then, the
microencapsulated material was identified morphologically by electron microscopy (SEM).
Subsequently, microencapsulated L. gasseri and L. plantarum were evaluated under simulated
gastrointestinal conditions. Their minimum inhibitory concentration (MIC) was then

determined at concentrations of 80, 90, 100, 120, 125 and 150 pL and the production of
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exopolysaccharides (EPS) was verified. L. plantarum and L. gasseri were found to reach their
exponential phase at 11:50 (3.0x101!) and 8:50 hours (3.0x1012). Repeated measures
statistical analysis showed that there were no significant differences between means (P>0.05).
Sugar consumption was 6.98 and 5.90 mg/L and 3.14 and 3.30 mg/L and protein values were
4.88 and 4.53 and 7.32 and 6.42 mg/L respectively. Lactic acid (10.9 and 8.4 g/L) and a peptide
made up of VAL-TIR-VAL were found. The microencapsulated probiotic microorganisms
presented adequate viability when subjected to the different conditions found in the TGI and
therefore can exert their multiple effects on the host, generating food free of drug residues, an

important fact in the food safety of the consumer and in livestock productions.

Key words: probiotic, prebiotics, food safety, human and animal health, antibiotics.
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Introduccion

Las toxiinfecciones alimentarias (TIA’s) son el resultado de la ingesta de los alimentos
contaminados con microorganismos patoégenos y con sus metabolitos, entre ellos las
toxinas microbianas, las cuales afectan a diferentes especies tras un contacto de tipo
alimentario comdn. Lo anterior representa un problema de salud publica y origina
perjuicios sociales principalmente caracterizados por las pérdidas econdémicas. En el
mundo, cada aiflo se enferman millones de personas por esta causa, y los alimentos con
mayor riesgo de estar implicados son los productos frescos, como los pescados, las carnes
y las aves. Las TIA’s requieren la intervencion directa sobre la fuente de contaminacion,
pues muchas estan relacionadas con la manipulaciéon en las producciones pecuarias, asi
como también en los mercados y/o frigorificos. El riesgo depende del tipo, de la forma de
producciéon de los alimentos y de los habitos de consumo de las personas. Los
microorganismos mas relacionados en orden de frecuencia son: Norovirus sp,

Campylobacter sp, Salmonella sp y Escherichia coli 0157:H7 (Pereira-Victorio et al., 2016).

Por su parte, Camean y Repetto (2006) sefalan que las TIA’s son ocasionadas por
numerosos microorganismos que afectan a una variedad de alimentos susceptibles de
contaminacidn, y algunas veces la fuente de los agentes causales suele ser del tracto
gastrointestinal (TGI) de individuos reservorios o las heces de animales y/o de los
humanos infectados. En este sentido, los productos de los animales sanos se podrian
consumir, con calidad y a precios razonables para satisfacer las necesidades nutricionales
de la poblacion. Por tal razon, la sanidad animal resulta fundamental para garantizar la
salud, la seguridad y el abastecimiento de los alimentos. También, autores como Parrilla-
Cerrillo et al. (1993) afirman que algunas enfermedades plantean amenazas graves, ya sea
directamente o a través de los alimentos, tales como tuberculosis, brucelosis, salmonelosis,
listeriosis, entre otras. En consonancia con lo anterior, es necesario introducir el concepto
de prevencion ligado a las estrategias que no involucren medicamentos residuales en el
manejo de muchas producciones pecuarias. Como es el caso de los antibidticos, los cuales
se usan de manera indiscriminada y generalmente, estan destinados para detener un
proceso infeccioso, o como promotores de crecimiento, y/o como tratamiento profilactico

(Szajewska & Mrukowicz, 2001).



Introduccion

De esta manera se ha observado, que un factor importante en la incidencia de las TIAs,
estd asociado a la resistencia de los patégenos a los agentes antimicrobianos o los
antibiéticos, que en su medida aportan un control frente a estas intoxicaciones. Sin
embargo, su uso incorrecto tanto en las producciones pecuarias, como en el consumo para
tratamientos de los humanos, ha generado la predisposicidn de estos microorganismos de
adaptarse a la presencia de estas sustancias. Hay evidencias que constatan la deteccion de
restos antibidticos en carne, huevos, miel u otros productos, derivada de su uso en la cria
y desarrollo de animales. El Centro de Prevencion y Control de Enfermedades de la Unién
Europea (ECDC) y la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), alert6 del
aumento de la resistencia a los antibi6ticos en bacterias como E. coli, una de las mas

comunes transmitidas por los alimentos (EFSA & ECDC, 2018).

De Lange, Pluske y Nyachoti (2010) sefialan que al utilizar microorganismos benéficos se
esperan respuestas positivas frente a retos sanitarios en producciones pecuarias, ademas
de la disminucién de los niveles patogenicidad, mejorar la digestén, disminuir los niveles
de pH e incrementar la maduracién e integridad intestinal. Para estos sistemas de
produccién, la implementacién de alternativas como el uso de microorganismos
probidticos, ha resultado efectivo, usados como promotores de crecimiento y como
profilacticos para reducir las enfermedades principalmente de tipo intestinal (Amaral,
2008). Una de las estrategias, que se han introducido para incrementar los efectos
beneficos de los microorganismos consiste en el empaquetamiento o microencapsulaciéon
con materiales de pared, que les permitan incrementar su viabilidad y supervivencia y de
esta manera expresar de mejor manera su potencial probioético, entre las técnicas mas
recomendadas para este proceso se encuentra el secado por aspersion, si bien en este
método se manejan altas temperaturas, existe evidencia de que no suponen importante un
riesgo para la viabilidad de los microorganismos (Champagne & Fustier, 2007). En este
orden de ideas el objetivo del presente estudio buscé evaluar el efecto que tendra la
microencapsulacion en la viabilidad probiotica de Lactobacillus gasseri y Lactobacillus
plantarum bajo condiciones gastrointestinales simuladas y su efecto en Staphylococcus

aureus, Listeria monocytogenes y Escherichia coli 0157:H7.



1. Estado del Arte
1.1 Toxiinfecciones alimentarias (TIAs).

Oromi citado por Cabezos (2018), define las toxiinfecciones alimentarias como aquellas
enfermedades cuya caracteristica es que, ademas de ser transmitidas por los alimentos, son
causadas por microorganismos patégenos o sus toxinas provocando prinicipalmente,
sintomas digestivos. La manifestacién de las TIA’s incluye sintomas digestivos (diarrea,
vomitos, dolor abdominal) y en ocasiones sintomas neuroldgicos (parestesias, hipotonia).
Segun el tipo de microorganismo por el que la persona se vea afectada, se manifestar3, casi
siempre, con una patologia digestiva que dara lugar a una presentacion clinica que variara
dependiendo del microorganismo implicado. Al respecto Oromi (2002) manifiesta que la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define estos procesos como enfermedades que, de
acuerdo con los conocimientos actuales, pueden ser atribuidas a un alimento especifico, a una
sustancia que se ha incorporado, a su contaminacion a través de los recipientes o bien durante
su preparacion o distribucién. Con base en lo anterior, se incluyen las enfermedades de origen
microbiano y/o las causadas por toxicos de cualquier naturaleza. Aproximadamente un
numero superior a 200 patoégenos afectan al humano a través de comidas y bebidas
contaminadas (Hoffmann etal., 2012; Scharff,2012) y, alrededor del 30 % de las enfermedades
infecciosas emergentes en los ultimos 60 afios han sido provocadas por microorganismos que
se transmiten a través de productos comestibles (McLinden, 2013; McLinden et al., 2014).
O'Brien citado por Rodriguez et al. (2013), mencionan que la prevencion primaria de las
zoonosis transmitidas por alimentos de origen animal constituye una responsabilidad
veterinaria, aunque los agentes etioldgicos que ponen en riesgo la salud de la especie pensante
no necesariamente hagan lo propio en las portadoras, como demuestran de forma fehaciente
las salmonelosis no tifoideas, cuestion que complica atin mas el problema (Pui et al., 2011;
Rodriguez et al., 2013). Varios autores atribuyen que la tasa de mortalidad se debe a la
ingestion de aguas y alimentos contaminados, badsicamente por agentes bacterianos, algunos
responsables de zooantroponosis como Salmonella, Escherichia coli enterohemorragico

(ECEH), Campylobacter, entre otros (WHO, 2012; Quinlan, 2013).
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1.2 Concepto de probiotico.

El término probidtico fue introducido por primera vez por Lilly y Stillwell en 1965,
definiéndolo como aquel factor de origen microbiolégico que estimula el crecimiento de otros
organismos. En 1979, Parker los definié como organismos y sustancias que contribuyen al
balance intestinal microbiano; y en 1989, Fuller enfatiz6 el requisito de viabilidad e introdujo
laidea de que tiene un efecto beneficioso para el hospedero (Villanueva, 2015). La FAO citada
por Olveira y Gonzales (2016) menciona que la definicién de la OMS de probidtico se refiere a
microorganismos vivos que cuando son administrados en una cantidad adecuada ejercen un
efecto beneficioso sobre la salud del huésped. Segin la Organizacién Mundial de
Gastroenterologia por sus siglas en ingles WGO (2011), la Asociacion Cientifica Internacional
para los Probiéticos y Prebidticos, el espectro de los productos y preparaciones que pueden
considerarse como probidticos es muy amplio y abarca desde firmacos probidticos, alimentos
de usos médicos especiales con probiéticos (nutricién enteral con probidticos), alimentos
probioticos (leches fermentadas con estudios que demuestran un beneficio sobre la salud),
férmulas infantiles (leches en polvo) a probidticos de administracion no oral (vaginales).
Finalmente, los mismos autores sefialan que para ser considerado probidtico es necesario que
se hayan realizado estudios en humanos y/o animales y que efectivamente demuestren los
beneficios concretos sobre la salud. Garrote y Bonet (2017) afirman que, en la practica, los
probiodticos acreditados como tales proceden de los fermentos utilizados en la fermentacion
de alimentos, y son fundamentalmente lactobacilos y bifidobacterias, ya que no incluyen cepas
patogenas dentro de la especie a la que pertenecen. Estos microorganismos han sido
reconocidos como organismos GRAS (Generally Recognized As Safe) y QPS (Qualified
Presumption of Safety) por la Food and Drug Administration (FDA) y la European Food Safety
Authority (EFSA).

1.2.1 La importancia y la aplicacion de los probidticos.

Rosmini et al. (2004) manifiestan que la utilizacion de los probidticos se ha dirigido a dos
areas: ala salud y a la alimentacién humana y, a la sanidad y a la produccién animal. En el area

de la salud humana, se han destacado los estudios que explican el papel de la microbiota
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intestinal en el mantenimiento de la salud, basados en el efecto protector de estos
microorganismos. En este 4mbito, los lactobacilos son componentes normales de la microbiota
intestinal del hombre. En el drea de sanidad y produccién animal, por su parte Cossio et al.
(2018) sefialan que la aplicacién de estos microorganismos se relaciona con la estabilizaciéon
y proteccidén del ecosistema gastrointestinal, mejoras en los procesos metabdlicos y digestivos,
asf como en la modulacién del sistema inmune. Asf pues, Garcia et al. (2016) argumentan que
estos efectos permiten incrementar los rendimientos productivos, y, por ende, la
disponibilidad y calidad de leche, carne y huevos destinados a la poblacién. Hoy los probioticos
constituyen una alternativa a la utilizacién de antibiéticos generalmente como promotores del
crecimiento animal, pues el uso de estos ultimos esta limitado o prohibido en muchos paises,
debido a la aparicion de trazas residuales en los alimentos y a los problemas de resistencia
microbiana, asociada con enfermedades del hombre y animales (Blajman et al., 2015; Gao et
al,, 2017). En los estudios con animales se utilizan microorganismos aislados en laboratorio o
con probidticos comerciales. El escalado desde el laboratorio a una etapa industrial no es un
proceso trivial, por lo que para la concepcién de probidticos comerciales se deben disefiar
tecnol ogias que garanticen su desarrollo y eficacia. En este sentido, los aspectos de mayor
importancia son la seleccién adecuada de las cepas, el medio de cultivo y las condiciones
fermentativas que permitan obtener un alto nivel de viabilidad durante el proceso (FAO,

2016).

El conocimiento de que el uso de los probidticos puede sustituir las terapias con antibiéticos
como métodos menos agresivos, ha dado como resultado una nueva visién en la industria
farmacéutica al contemplar una tecnologia global, desde el aislamiento de los probidticos de
ecosistemas especificos tales como un hato o regién geografica, seleccionar y caracterizar a las
bacterias responsables de la accion probidtica, cultivarlas a escala industrial, procesarlas y

reintroducirlas a la dieta del animal.

1.2.2 Aspectos principales de las bacterias acido lacticas (BAL).

La clasificacion de BAL fue iniciada en 1919 por Orla Jensen, comprende un diverso grupo de
organismos Gram-positivos, no formadores de esporas, no motiles y con forma de cocos y o de
bacilos, y que no sintetizan la enzima catalasa (Savadogo et al., 2006), son bacilos de longitud

y de grosor (0,5-0,8 um) variables, carecen de actividad respiratoria (ausencia de citocromo
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catalasa), y contienen un grupo hemina que les permite poner en marcha la cadena respiratoria
con el oxigeno como aceptor de electrones (Duboc & Mollet, 2001; Galvez et al., 2007). Monroy
et al. (2009) y Siamansouri et al. (2013) por su parte definen a las BAL como un grupo de
bacterias clasificadas como Gram-positivas, no formadoras de esporas, sin motilidad, con
forma de cocos o bacilos, microaerofilicos o anaerobios facultativos, y que sintetizan
principalmente acido lactico durante su proceso de fermentacion. En las tltimas décadas se ha
explorado el potencial de las BAL como bioconservadoras naturales de productos lacteos,
debido a la produccion de diversos metabolitos como el acido lactico, perdéxido de hidrégeno,
diacetilo, diéxido de carbono (CO3) y las bacteriocinas persé (Siamansouri et al,, 2013; O’Bryan

etal,, 2015); siendo estas ultimas las que han despertado mayor interés.

Rolfe (2000) sefala que los Lactobacillus producen una serie de sustancias antimicrobianas,
entre las que se encuentra el peréxido de hidrégeno (H202), el diacetilo, la reuterina, los acidos
organicos como lactico y acético, y sustancias de naturaleza proteica conocidas como
bacteriocinas. El H20; se acumula en el medio de crecimiento, pues estas bacterias no producen
catalasa para desdoblarlo, y su accién bactericida se atribuye a su efecto altamente oxidante,
mediante la peroxidacion de los lipidos de la membrana y la destruccion de la estructura basica
molecular de las proteinas celulares. Asi mismo exhiben la capacidad de producir
exopolisacaridos (EPS) los cuales son descritos como polimeros de carbohidratos de alto peso
molecular secretados extracelularmente (Gorska et al,, 2017). Autores como Badel, Bernardi
y Michaud (2011) han estudiado ampliamente en Lactobacillus y otros géneros de bacterias de
acido lactico (BAL) de origen alimentario tales como: L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L.
helveticus, Streptococcus thermophilus, L. acidophilus, Lactococcus lactis, L. rhamnosus, L.
plantarumy L. casei. La funcién fundamental de los EPS bacterianos se asocia principalmente
con su naturaleza protectora, incluida la proteccidn de las células bacterianas de metales
pesados, la desecacion u otro efecto ambiental, la capacidad de reconocimiento, la adhesion a
las superficies y la formacién de biopeliculas (Limoli & Wozniak et al., 2015). En la industria
alimentaria, estos polimeros se han usado como espesantes bioldgicos debido a sus
propiedades estabilizantes, emulsionantes o gelificantes (Hou et al., 2010). Ademas, los EPS
bacterianos podrian interferir con la adhesion de patdgenos; disminuir los niveles de

colesterol y triglicéridos; y poseer actividades antitumorales, anti-VIH e inmunomoduladoras
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(Drogoz et al., 2008; Ayadi, Bayer, Marras & Athanassiou, 2016; Lee et al., 2016; Zaporozhets
& Besednova, 2016; Gorska et al., 2017).

1.2.3 Lactobacillus gasseri

Es una especie bien caracterizada de bacterias Gram-positivas bajas en guanina y citosina (G-
(C), conocidas por representar uno de los principales Lactobacillus homofermentativos del
intestino humano (Hamad et al., 2009). Esta bacteria se asocia con una variedad de funciones
probiodticas, incluyendo la reduccién de las actividades de las enzimas fecales mutagénicas, la
adhesion a los tejidos intestinales, la estimulacion de los macréfagos y a la produccién de
bacteriocinas. Es reconocido, como un importante Lactobacillus comensal y cada vez mas se
esta utilizando en las formulaciones probiéticas, lo que se ha comprobado con los recientes

avances en la taxonomia microbiana filogénica y gendmica (Fujiwara et al,, 2001).

Por su parte Kadooka et al. (2012), han informado que en los ratones se ha reducido las
infecciones por rotavirus (RV) y en las crias de ratones mostrando niveles de IgA-RV
especificos elevados en la leche materna originario desde el estomago. Segin Nakanishi et al.
(2005), Yanagibashi et al. (2009) y Harata et al. (2009), se ha demostrado que, en el intestino
delgado de ratones L. gasseri induce la produccién de IgA. Lo que se considera un factor
importante en la prevencion de la invasion de microorganismos y de sus toxinas a través de
las células epiteliales en el intestino delgado, en el sitio inicial de la adhesién y en la infeccion
de patégenos en el intestino. Hay muchos informes de que algunas cepas probidticas inducen
la produccion de IgA a nivel intestinal. Sin embargo, no todas las cepas probidticas tienen la
capacidad de inducir la produccién de IgA. Fagarasan etal. (2002) mencionan que la secrecion
de IgA es fundamental en la regulaciéon de la composiciéon de la poblacién microbiana en el
intestino, de la misma manera Fujiwara et al. (2001) sefialan que la administracién oral de L.
gasseri en seres humanos es capaz de reducir la poblacion bacteriana de Staphylococcus y la
concentracion fecal de p-cresol, y a su vez desempefia un papel importante en el control de la
microbiota intestinal. Wall et al. (2007), mencionan que en una etapa temprana de la vida L.
gasseri se establece en el tracto gastrointestinal humano, y prevalece durante la edad adulta.
Al respecto, Matsumiya et al. (2002), Martin et al. (2003), Dal Bello y Hertel (2006) y Lamont
etal. (2011) afirman que puede ser transferido en parte al TGI de los recién nacidos a través

de la cavidad oral, o del tracto vaginal y/o de la areola mamaria de sus madres durante el parto
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y la lactancia. Selle y Klaenhammer (2013), reportan los efectos de L. gasseri en el hospedero
entre los cuales estan: el mantenimiento de la homeostasis intestinal, la regulacion de sistema
inmune, la reduccion de los sintomas alérgicos, la prevencion de las infecciones bacterianas y
virales, y del alivio de los sintomas de las enfermedades infecciosas. En este sentido Azcarate-
Peril et al. (2008) y Selle y Klaenhammer (2013), observaron que han sido confirmadas in vitro
e in vivo la viabilidad y la capacidad de colonizacién de muchas cepas de L. gasseri, al evaluar
la tolerancia a los acidos, la resistencia a la bilis, la capacidad de adhesién a las células
epiteliales y a las capas de las mucosas, asi, como también la capacidad metabdlica y varios
factores dependientes del huésped, tales como temperatura normal fisioldgica, el ambiente

nutricional, y el sistema inmunologico.

Arakawa et al. (2010) manifiestan que algunas cepas de L. gasseri producen péptidos
antibacterianos o bacteriocinas. Un ejemplo de ello es la cepa Lactobacillus gasseri LA39 (JCM
11657), la cual produce una bacteriocina circular, gassericina A, ligada en los extremos
terminales N y C. Por su parte, las cepas Lactobacillus gasseri SBT2055 y LA158 (JCM 11046)
producen la misma bacteriocina de dos componentes, la gassericina T, que es muy similar a la
acidocina LF221 y a la gassericina K7 de L. gasseri LF221 y K7, respectivamente (Kawai et al,,
2000; Majhenic et al., 2004; Treven et al.,, 2013; Yasuta et al., 2014). Estas bacteriocinas son
termoestables y tolerantes al pH acido; tienen una actividad antibacteriana de amplio espectro
contra varias cepas de BAL y bacterias patdgenas, y del deterioro de los alimentos, incluyendo
Bacillus cereus, Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus (Bogovic-Matijasi¢ & Rogelj,
2000). De hecho, el sobrenadante del cultivo de L. gasseri LA39 contiene gassericina A, por lo
cual se ha utilizado eficazmente como biopreservante en la fabricaciéon de cremas pasteleras

(Arakawa et al., 2009; Nakamura et al., 2013).

1.2.4 Lactobacillus plantarum

Fue descrita por primera vez por Orla-Jennsen en 1919, denominandola Streptobacterium
plantarum, posteriormente Pederson en 1936 la reubic6é en el género Lactobacillus.
Generalmente fermenta las hexosas a través de la via metabdlica EMP (Embden-Meyerhoff-

Parnas) resultando en la formacion de acidos D- y L-lacticos. Ademas, las pentosas son
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fermentadas para formar acido lactico y acético en presencia de fosfocetolasa inducible
(Todorov & Franco, 2010). Segun Siezen et al. (2011) L. plantarum es heterofermentativa
facultativa, capaz de fermentar al menos 10 tipos de carbohidratos, incluyendo manitol, ribosa
y sacarosa, en mas del 90%. La arabinosa y la xilosa las fermenta entre un 11 y un 89%,

respectivamente.

Este microorganismo puede suprimir gran cantidad de microorganismos patogenos de los
productos alimenticios. Es util contra enfermedades que pueden afectar negativamente a los
seres humanos. También ha mostrado un efecto positivo en la salud, sobrevivencia y ganancia
de peso del ganado lechén durante el destete (Jurado-Gamez et al. 2011). Lactobacillus
plantarum es util en el tratamiento de diarreas, también ayuda a reducir la concentracion de
colesterol total y colesterol LDL en la sangre (Nguyen et al., 2007). En pacientes con intestino
irritable, ayuda a reducir sintomas como dolor y flatulencia. Podria tener un efecto preventivo
sobre los sintomas gastrointestinales mdas leves durante el tratamiento con antibioticos.
Ensayos de laboratorio con ratones muestran que la administracion de cepas liofilizadas de la
bacteria ayuda a protegerlos contra la infecciéon por virus de influenza, esto ocurre debido a
que la bacteria estimula la produccién de interferdn tipo I por parte de los ratones (Takeda et
al,, 2011). L. plantarum se utiliza conjuntamente con otras BAL, para la produccion de algunos
alimentos fermentados, especialmente en la industria lactea. Estos productos son de alta
calidad y poseen buenas propiedades de textura, sabor y contenido quimico. La bacteria no
incrementa la acidificacion durante los procesos de fermentacion de la leche y almacenamiento
del producto. L. plantarum es una BAL con alto potencial como bioconservador probiético,
debido a que forma parte de la microbiota intestinal de los seres humanos. Otro aspecto
favorable es que posee antecedentes de uso seguro como cultivo inicial en la fermentacion de

alimentos (Jurado-Gamez et al., 2015).

Se ha demostrado que diferentes cepas de L. plantarum exhiben la capacidad de producir
compuestos antimicrobianos y con actividad antagonista contra bacterias patégenas, asi como
también produce compuestos antifingicos que pueden reemplazar conservadores
potencialmente perjudiciales en productos alimenticios (Dal Bello et al., 2007; Voulgari et al,,
2010; Djossou et al,, 2011; Yang & Chang, 2010). Algunas cepas de L. plantarum producen
bacteriocinas, llamadas plantaricinas, que se pueden definir como sustancias de naturaleza

peptidica sintetizadas para inhibir el crecimiento de otras bacterias. Las plantaricinas
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suprimen el crecimiento de al menos cinco patdégenos alimentarios comunes. Entre estos
patogenos estan Escherichia coli y Salmonella typhimurium. Ademas, presentan actividad
antagonista contra bacterias responsables de enfermedades como gastritis, dlceras, caries y

candidiasis (Jaramillo et al.,, 2010).

1.3 Agentes patdgenos asociados a las toxiinfecciones
alimentarias

1.3.1 Staphylococcus aureus

El género Staphylococcus esta formado por cocos Gram-positivos, con un didmetro de 0,5a 1,5
um, agrupados como células Unicas, en pares, tétradas, cadenas cortas o formando racimos de
uvas. Ogston citado por Cervantes-Garcia et al. (2014), introdujo el nombre de Staphylococcus,
del griego staphyle que significa racimo de uvas, para describir a los cocos responsables de
inflamacién y supuracion. Son bacterias no moviles, no esporuladas, no poseen capsula,
aunque existen algunas cepas que desarrollan una capsula de limo, y son anaerobias
facultativas. La mayoria de los estafilococos producen catalasa (enzima capaz de desdoblar el
peroxido de hidréogeno en agua y oxigeno libre), caracteristica que se utiliza para diferenciar
el género Staphylococcus de los géneros Streptococcus y Enterococcus que son catalasa

negativos (Kuroda et al., 2001).

De acuerdo a Kloss et al. citados por Cervantes-Garcia et al. (2014), los estafilococos fueron
clasificados inicialmente en un género comun en la familia Micrococacea ademas de los
géneros Micrococcus, Stomacoccus y Planococcus. Sin embargo, en estudios recientes se
observaron diferencias con estos géneros, una de las principales es la cantidad de guanina-
citocina (G+C de 30 a 39%), mientras que los Micrococcus tienen un contenido mayor de G+C
de 63 a 73%. Los estudios de homologia genética, secuenciaciéon del DNA, hibridacién DNA-
rRNA, y la secuenciacion comparativa del RNAr 16S, han permitido demostrar que los géneros
Staphylococcus y Micrococcus estan poco relacionados. Por otro lado, las paredes celulares de

los estafilococos tienen unidos los acidos teicoicos, los cuales no existen en los micrococos;
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otra diferencia es la composiciéon del citocromo y menaquinona de la cadena respiratoria

presentes en los estafilococos.

Cervantes-Garcia et al. (2014) manifiestan que estudios recientes demuestran que el género
Staphylococcus se encuentra mas cercano a los géneros Bacillus y Streptococcus. El género
Staphylococcus contiene 32 especies, de las cuales 16 de ellas se localizan en los humanos,
algunas forman parte de la microbiota de la piel y las mucosas en humanos, y otras se
encuentran sélo entre la biota de otros mamiferos y aves. Moreillon et al. (2005) mencionan
que algunas de estas especies son patégenas cuando existe predisposiciéon e inmunosupresion
en el huésped o en presencia de cuerpos extranos. Por lo general, de acuerdo a Lowy (2003) y
Hiramatsu et al. (2001) cada especie tiende a ocupar una localizaciéon anatémica especifica en
el hospedero que coloniza. Entre las especies que colonizan al humano, las de mayor
importancia clinica son: S. aureus y S. lugdunensis; en tanto que en animales se encuentra
ademas de S. aureus a S. intermedius. El S. epidermidis y el S. saprophyticus son cominmente
responsables de infecciones relacionadas con dispositivos e infecciones del tracto urinario,

siendo estos menos infecciosos que S. aureus.

Algunas especies tienen preferencia por sitios especificos, los cuales son indicados por su
nombre como S. epidermidis que coloniza la piel, S. capitis que coloniza el cuero cabelludo,
entre otros. S. aureus se encuentra ampliamente distribuido entre los primates, pero no esta
restringido Unicamente a ellos; por ejemplo, produce mastitis en ganado bovino y ovino. En el
hombre, la localizacidn nasal del S. aureus permite su diseminacién y, como consecuencia, la
multirresistencia a los antibidticos como a la meticilina (MRSA) (Hiramatsu et al., 2001).
Velazquez-Meza (2006) sefiala que S. aureus coagulasa positiva posee un alto grado de
patogenicidad y es responsable de una amplia gama de enfermedades. Produce lesiones
superficiales de la piel y abscesos localizados en otros sitios. Causa infecciones del sistema
nervioso central e infecciones profundas como osteomielitis y endocarditis, entre otras.
Shopsin y Kreiswirth (2001) agregan que es causante de infecciones respiratorias como
neumonia, infecciones del tracto urinario; es la principal causa de infecciones nosocomiales,
causa septicemia, impétigo y fiebres; produce el sindrome del shock téxico al liberar
superantigenos en el torrente sanguineo; y provoca intoxicacion alimentaria al liberar sus
enterotoxinas en los alimentos. De acuerdo a lo encontrado por Dinges et al. (2000) las

enterotoxinas estafilocécicas (SE), forman parte del grupo de toxinas conocidas como
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superantigenos y de las toxinas pirogénicas (PTSAgs), ya que tienen actividad bioldgica de
pirogenicidad y superantigenicidad. Se conoce una gran variedad de estas toxinas, que en
secuencia alfabética se denominan desde la SEA a SEE, de SEG a ], SEK, SEL, SEP, SEM y SEO.
Cuando se consumen alimentos contaminados con S. aureus, las SE causan gastroenteritis,
estimulan el peristaltismo intestinal y ejercen un efecto sobre el sistema nervioso central, que

se manifiesta por vomitos, los cuales acompafian a la enfermedad gastrointestinal.

1.3.2 Listeria monocytogenes

Es un bacilo Gram-positivo, anaerobio facultativo, de 0,5 a 2,0 micras de largo por 0,5 micras
de didmetro, movil a temperaturas de 20 a 25°C y puede multiplicarse a las temperaturas de 3
a 45°C. Es -hemolitico y forma una angosta banda de hemolisis alrededor de las colonias
(Orndorff et al., 2006). Al respecto Hernandez (2016) sostiene que tiene caracteristicas que
aumentan su importancia como microorganismo causante de enfermedades de origen
alimentario, es capaz de crecer a 0°C, por lo que se multiplica bien en los alimentos
refrigerados y puede sobrevivir en ambientes hostiles, como desecados y salados. Los valores
de pH y actividad de agua que limitarian el crecimiento serian valores inferiores a 4,39 y

superiores a 9,8; y valores de actividad de agua préximos a 0,90.

Diferentes autores sostienen que la listeriosis ha estado involucrada como una entidad
infecciosa de gran importancia para la salud de los seres humanos, al consumir alimentos
contaminados procedentes de animales infectados o del medio ambiente, convirtiéndose en
un significativo contaminante en todas las etapas de la cadena alimenticia (Vanegas et al.,
2007; Pérez-Trallero et al., 2014). Asi mismo, Charlier-Woerther y Lecuit (2014) sefialan que
en seres humanos induce el desarrollo de varias patologias, como abortos, anormalidades
fetales, pérdidas neonatales, septicemia y diversos problemas nerviosos. En mujeres, la
infeccion materna es frecuentemente asintomatica, mientras que la infeccion fetal y neonatal
es severa y de pronostico reservado, con 25-35% de mortalidad. Desde el punto de vista
pecuario, Czuprynski et al. (2010) sostienen que la enfermedad en los bovinos cursa también
con la presentacion de lesiones en el sistema nervioso central, pero ha sido implicada también

en problemas de tipo reproductivo, como pérdidas gestacionales y mortalidad perinatal,
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ademas de retencion de la placenta, la metritis y la mastitis con la consiguiente disminucién de
la fertilidad. Tanto en seres humanos como en animales, en general, la listeriosis esta mas
referenciada como una enfermedad de tipo nervioso y reproductivo, ya que la bacteria puede

cruzar las barreras placentaria, la intestinal y la nerviosa (Charlier-Woerther & Lecuit, 2014).

Czuprynski et al. (2010), afiaden ademas que la listeriosis es una enfermedad infecciosa que
ha cobrado gran importancia en diferentes partes del mundo, especialmente, en la poblacién
bovina y ovina; en ambas especies, la enfermedad se puede manifestar como una infeccién del
sistema nervioso, meningoencefalitis en adultos y meningitis en animales jévenes, aborto,
mastitis, septicemia generalizada, afectando el higado y otros drganos y puede ser detectada
en los fetos abortados o placenta de los animales afectados. En Colombia, la bacteria ha sido
reportada en casos humanos de meningoencefalitis (Crespo et al., 1999) y en alimentos de
diferente naturaleza, como la leche cruda y los quesos frescos, lo mismo que en productos
carnicos (Vanegas et al., 2007). Multiples estudios sugieren que uno de los aspectos mas
importantes de la listeriosis es la implicacion en la presentacion de mastitis subclinica, lo cual,
ha sido reportado por diversos autores que evaluaron el problema mediante la inoculacion

experimental de muestras tomadas de la glandula mamaria (Czuprynski et al., 2010).

1.3.3 Escherichia coli

Se describié por primera vez en 1885 por el pediatra aleman Theodore Escherich. Fue
nombrada inicialmente como “Bacterium coli commune”, pero en 1919 fue renombrada con el
nombre actual en honor a su descubridor (Kaper, 2005). Los representantes de esta especie
son bacilos Gram-negativos, oxidasa negativos, con un tamafo promedio de 1,1-1,5 um de
ancho y 2,0-6,0 um de largo. Al respecto, Scheutz et al. (2012) sefialan que de acuerdo a sus
requerimientos de oxigeno son anaerobios facultativos y pueden ser mdviles por la presencia
de flagelos peritricos o no méviles. E. coli forma parte de la microbiota normal del TGI del ser
humano, otros mamiferos y las aves y constituye una de las especies bacterianas mas

abundantes en esta localizacion.

Ishii y Sadowsky (2008) sostienen que se diferencian dos grandes grupos de E. coli segun el
tipo de infeccion que provocan. Un primer grupo esta constituido por las cepas de Escherichia

coli responsables de las infecciones extraintestinales (tracto urinario, sepsis y meningitis
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neonatal) y un segundo grupo constituido por las cepas patégenas intestinales, responsables
de un elevado ndmero de infecciones gastrointestinales, y que dentro del segundo grupo se
han realizado diferentes clasificaciones. Una de las mas utilizadas es la que toma en
consideracion sus factores de patogénesis. Con base en lo anterior, se distinguen seis grupos
diferentes: E. coli enterotoxigénicas (ETEC), E. coli enteroinvasivas (EIEC), E. coli
enteroagregativas (EAEC), E. coli enteropatogénicas (EPEC), E. coli enterohemorragicas
(EHECQ) y finalmente Escherichia coli de adherencia difusa (ADEC) (Kaper et al, 2004).
Diferentes estudios aseguran que la capacidad de adherencia de las cepas de E. coli se debe a
la presencia de mas de 15 adhesinas diferentes, las cuales se asocian con la habilidad que
tienen estas bacterias para adherirse y proliferar en la mucosa del intestino, tracto urinario,

tracto respiratorio y genital (Scaletsky et al., 2010).

1.3.4 Escherichia coli 0157:H7

Recibe su nombre porque expresa el 1572 antigeno somatico (O) identificado y el 72 antigeno
flagelar (H). Riley et al. (1983) mencionan que, en 1982 fue reconocido por primera vez como
un patégeno humano, cuando estuvo implicado en dos brotes de colitis hemorragica,
calambres abdominales, heces con sangre y poca fiebre o sin fiebre. Karmali et al. (1983)
reportaron que existe una asociacion entre la infecciéon por E. coli que produce toxinas Shiga
(incluida la E. coli 0157: H7) y el Sindrome Urémico Hemolitico post-diarreico (SHU), una
condicidn clinica definida por lesién renal aguda, trombocitopenia y microangiopatica anémica
hemolitica. Al igual que las cepas entero patdégenas, E. coli 0157:H7 puede adherirse a las

células epiteliales y producir lesiones caracteristicas (Nataro & Kaper, 1998).

Este microorganismo posee una capacidad notable para ser transmitido por algunos
reservorios animales (ganado vacuno, cabras y ovejas) a los humanos a través de una variedad
de vehiculos alimenticios que juegan un papel critico en su patogenicidad, y que emplea
multiples mecanismos para colonizar los vegetales mediante la adhesién a las superficies
celulares. Se ha observado que el microorganismo se adhiere fuertemente a la piel de tomate,
a las hojas de la espinaca y a las raices de brote de alfalfa que estd mediada por el sistema de

secrecion de tipo III filamentoso compuesto por filamentos de EspA, solo por citar algunos
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ejemplos (Gullian-Klanian & Sanchez-Solis, 2018). El ganado sano es un reservorio importante
para la infeccién humana con E. coli 0157. Los estudios ambientales han demostrado que el
organismo puede persistir en el estiércol, en los bebederos y en otros lugares de las granjas
(Hancock et al,, 1998). Ademas del ganado, el organismo se ha aislado del venado, ovejas,
cabras, caballos, perros, aves y moscas (Chapman et al,, 1997). E. coli 0157 se transmite por
los alimentos y el agua, directamente de una persona a otra, y ocasionalmente a través de la
exposicion ocupacional. La mayoria de los brotes transmitidos por los alimentos se han rastrea
do en los alimentos derivados del ganado vacuno, especialmente la carne molida y la leche
cruda (Furukawa et al., 2018). Los alimentos derivados de otras especies también pueden
transmitir el microorganismo, investigaciones de algunos paises, demuestran la
contaminacién frecuente de la carne de cordero y un brote vinculado a la carne seca de venado

(Keene et al.,, 1997).
1.4 Microencapsulacion: técnica aliada de los probidticos

La pobre supervivencia de los probidticos en algunos productos y en el TGI es afectada por un
grupo de factores, como son las condiciones ambientales, las tecnoldgicas y las
gastrointestinales a los cuales son sometidos. En este sentido, las investigaciones se han
enfocado hacia el empleo del proceso de microencapsulacién como estrategia, para mejorar la
viabilidad de los probioticos en los productos y durante su paso por el tracto gastrointestinal.
La microencapsulacién es definida como la tecnologia de empaquetamiento de sélidos, de
liquidos y de gaseosos con materiales de recubrimiento de distinta naturaleza, para dar lugar
a capsulas de tamafio micrométrico que pueden liberar su contenido de manera controlada
bajo la influencia de condiciones especificas (Champagne & Fustier, 2007). Los productos
resultantes de este proceso son denominados microparticulas, microcapsulas o microesferas,
cuya estructura puede formar un sistema de reservorio matricial. (Pedroza-Islas, 2002).
Champagne y Fustier (2007) agregan que los microorganismos probiéticos deben superar los
problemas tecnoldgicos, y presentar alta capacidad de resistencia a los 4cidos en el medio
gastrico y a las soluciones biliares, para posteriormente ser liberadas en el tracto
gastrointestinal. En la actualidad, Pedroza-Islas (2002) confirman que en el mercado existe

una amplia variedad de productos enriquecidos con probidticos de importancia para la salud,



16 Microencapsulacidn de Lactobacillus gasseri y Lactobacillus plantarum bajo
condiciones gastrointestinales simuladas y su efecto sobre patégenos asociados a
toxiinfecciones alimentarias (TIA’s).

prescritos como suplementos dietéticos y productos lacteos fermentados que presentan

problemas con la viabilidad y la funcionalidad de los microorganismos.

Muchos estudios han demostrado que los microorganismos probidticos pueden protegerse
mediante una variedad de materiales encapsulantes. Dentro de estos se consideran los
alginatos y sus combinaciones, el almidon, los derivados de la celulosa, la gelatina, la mezcla
de xantano-gelatina, el carrageno y sus mezclas, las gomas (ardbiga y guar), el quitosano, las
maltodextrinas y las proteinas de suero de la leche (Rokka & Rantamadki, 2010). Se han
reportado varios métodos de microencapsulacion tales como extrusion, emulsion, lecho
fluidizado y secado por aspersién, polimerizacion interfacial y coacervacién, entre otros

(Crittenden et al., 2006; Annan et al., 2008; Goderska & Czarnecki, 2008; Sabikhi et al., 2010).

Kullisaar et al. (2010) afirman que los beneficios de la microencapsulacién de probidticos
estan dados por la facilidad de conservar cultivos sensibles al oxigeno, mejorar la
supervivencia cuando se exponen a las soluciones gastricas, a la bilis, a la acidificacién, al calor,
ala congelacidn, la estabilidad durante el almacenamiento en forma seca y la proteccion contra
contaminantes y bacteriéfagos. De acuerdo a Pérez-Leonard et al. (2013) de lo anterior se ha
desarrollado con mayor énfasis la microencapsulacién con el fin de proporcionar una
proteccién adecuada a las cepas probidticas contra los diversos ambientes adversos. En los
probiodticos, la aplicacién de esta técnica evita su degradacion en el estdbmago, la liberacion
controlada en el intestino, la estabilidad en el almacenamiento y el mejoramiento de sus
cualidades funcionales. Hasta el momento, los microorganismos probidticos que se han
microencapsulado pertenecen a los géneros Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium,

Enterococcus'y Streptococcus.

En el presente estudio se utilizé la técnica de secado por aspersion (Spray- Drying), la cual
puede definirse como la transformacién de un fluido en material sélido, atomizandolo en
forma de gotas mintsculas en un medio de secado en caliente. La distribucién del tamafio de
las particulas obtenidas por este método es, en general, menor a 100 pm. Se consideran dos
etapas sucesivas: (a) la preparaciéon de la emulsion o la suspension del material por encapsular

en una solucién encapsulante o el material pared, (b) la atomizacién y la deshidratacion de las
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particulas atomizadas. Los componentes activos microencapsulados liberan su contenido a
velocidades controladas durante prolongados periodos de tiempo; esta liberacién puede
ocurrir de diferentes formas, como la fusién o la disolucién en donde las cdpsulas son
degradadas por la adicién de un solvente o por la accién de calor, o aumentando la humedad

cuando el recubrimiento es hidrosoluble (Aldana et al., 2004).

Manojlovi¢ et al. (2010) indican que los agentes encapsulantes empleados en el secado por
aspersion suelen ser de origen proteico y carbohidratos tipo polisacaridos. Estos materiales
poseen alta capacidad emulsificante y generan microcapsulas de tamafio adecuado, inferior a
50 micrémetros. Comunmente se emplea leche desnatada en polvo, aislado de proteina de
soya, goma arabiga, pectina, almidén (modificado), maltodextrina y azicares, a su vez se
adicionan sustancias con propiedades funcionales o con efecto protector. Peighambardoust et
al. (2011) sostienen que la preservacién de los cultivos acido lacticos por técnicas de
microencapsulacién como la tecnologia de secado por aspersién ha sido ampliamente
estudiada, como un proceso industrial alternativo para la estabilizaciéon de estos
microorganismos, considerando los altos costos energéticos que implican otros procesos de
uso habitual como son la congelacién y liofilizacién. La seleccién del material pared para la
encapsulacion de microorganismos probiéticos juega un papel muy importante, pues de este
dependera la eficaz protecciéon contra factores adversos. Para la encapsulacion se utilizan
diferentes tipos de material pared, como proteinas, lipidos y carbohidratos (Fritzen-Freire et

al,, 2012; Khan et al., 2013; Tripathi & Giri, 2014; Khem et al., 2016).

En estudios realizados por Eckert et al. (2017) se propuso el uso de suero permeado y suero
retenido como materiales de pared para la microencapsulacion de L. plantarum ATCC® 8014
mediante secado por aspersidn, y revel6 que el suero permeado y el suero retenido son los
mejores materiales de pared para proteger las células bacterianas de las altas temperaturas
durante el secado por aspersion (después de 56 dias de almacenamiento a 20 °C). Por su parte,

para L. gasseri aun no se han reportado procesos de microencapsulacion.
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1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general

Evaluar in vitro el efecto de la microencapsulacién de Lactobacillus gasseri y Lactobacillus
plantarum bajo condiciones gastrointestinales simuladas y su efecto sobre patégenos

asociados a toxiinfecciones alimentarias (TIA’s).

1.5.2 Objetivos especificos

= Establecer las mejores condiciones de la cinética de fermentacion de L. gasseri y L.
plantarum en dos medios de cultivo.

= Evaluarlaviabilidad probiética bajo condiciones gastrointestinales simuladas de L. gasseri
y L. plantarum microencapsulados.

» Determinar la capacidad de inhibicién de Lactobacillus plantarum y Lactobacillus gasseri

sobre Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes'y Escherichia coli 0157:H7.
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2. Condiciones cinéticas de fermentacion de
Lactobacillus gasseri y Lactobacillus plantarum en
dos medios de cultivo

2.1 Introduccion

Las bacterias acido lacticas (BAL) como las del género Lactobacillus, se caracterizan por ser bacterias
Gram-positivas, catalasa negativa y anaerobio-facultativas (Settanni & Moschetti, 2010). Ramirez-
Lépez y Vélez-Ruiz (2016), mencionan al respecto que para su aislamiento se ha reportado el uso de
diferentes medios de cultivo tales como; Man Rogosa & Sharpe (MRS) y Rogosa Agar (LBS) para
Lactobacillus spp. (DeMan et al., 1972; Rogosa et al., 1951); M17 para Lactococcus spp. (Terzaghi &
Sandine, 1975); y el medio MSE para Leuconostoc spp. (Mayeux et al., 1962). En adicién a lo anterior
se ha reportado un éptimo crecimiento de las BAL en medios de cultivo tales como el propuesto por
Jurado-Gamez et al. (2009) denominado medio PRO, el cual consiste en una matriz basada en
ingredientes tales como suero de leche y/o leche en polvo, salvado de trigo, azicar y en algunos casos
inulina, el cual fue incorporado en una dieta base de lechones con el fin de favorecer su consumo a

través de la buena patabilidad del medio.

En este orden de ideas, de acuerdo a Quinteros (1993) citado por Llacsa-Mamani y Cucho-Arapa
(2019), el modelo cinético es utilizado para describir la relacién entre las principales variables de
estado del medio y para explicar el comportamiento de una fermentacion. Es necesario el estudio
cinético, que consiste en la medicion o estimacion de las velocidades de sintesis celular, formacion de
productos y de los efectos del medio ambiente sobre las velocidades. Los modelos a nivel celular
abarcan mayormente proceso de lote o batch, que son los de mayor importancia comercial. Por su
parte Levenspiel (2004), afirma que la cinética de fermentacidn ocurre cuando una pequefia cantidad
de células vivas (in6culo) se afiade a una solucién de sustrato, en condiciones 6ptimas de
temperatura y pH, y se produce una curva tipica de crecimiento microbiano en un reactor batch y en
un medio definido. Asi mismo, Izquierdo (2004) senala que se desarrolla en diferentes fases; fase de
adaptacion donde se produce un proceso de adaptacion celular o fase de retraso en el que no hay
crecimiento. Este periodo es tanto mas largo cuanto mas dispares son las nuevas condiciones en las
que las células deben crecer respecto a las que tenian originalmente. Fase de crecimiento exponencial

donde se produce una aceleracion hasta producirse un crecimiento exponencial del nimero de
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células. Es una fase de crecimiento balanceado, debido a que todos los constituyentes celulares
experimentan un incremento proporcional durante un mismo periodo de tiempo. Fase estacionaria
ocurre cuando las células han dejado de dividirse, o cuando las variables han alcanzado equilibrio
con las células muertas. El crecimiento es nulo debido al agotamiento del substrato o de algin otro
componente necesario para el crecimiento o debido a la acumulacién de productos inhibidores
toxicos para las células. Si la presencia de la fase estacionaria se debe a la extincién del sustrato, la
dilucién no altera la situacion. Debido al agotamiento de los nutrientes y a la concentracién de
productos tdéxicos (como resultados metabodlicos) la poblacién no puede sustentarse por si misma y
la fase de muerte comienza. La fase de muerte sucede cuando la poblacién microbiana ha alcanzado
un tamano determinado, el medio de cultivo se ha alterado ya sea por el agotamiento de alguno de
los nutrientes fundamentalmente la energia, considerado como el nutriente limitante, o por la escasa
disponibilidad de oxigeno en el caso de microorganismos aerébicos, o por acumulacién de productos
toxicos. El nimero de células decrece por efecto de la lisis celular y consecuentemente la masa celular

caera. En otras palabras, se presenta una pendiente logaritmica en sentido negativo.

Dentro de este contexto, el desarrollo del presente capitulo buscé evaluar el comportamiento
microbiano de L. gasseri y L. plantarum en dos medios de cultivo, para determinar su fase
exponencial, consumo de azucares, produccién de proteinas, producciéon de biomasa y acido lactico,

entre otros, de esta manera comprender su funcionamiento de diferentes sustratos.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Consideraciones éticas

Todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de acuerdo al Manual de Bioseguridad
en el laboratorio-3ra Edicién (WHO, 2005). Esta investigacién fue avalada por El Comité de Etica en
la Experimentacion Animal de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin (CEMED-115-19,
diciembre 09 de 2019).

2.2.2 Localizacion

El trabajo de investigacion se realiz6 en los Laboratorios de Microbiologia del Grupo de Investigacion
PROBIOTEC-FORAPIS, y en los laboratorios especializados-seccion de cromatografia de la
Universidad de Narifio, Torobajo, ambos ubicados en el Municipio de Pasto, Departamento de Narifio,

localizado a 2527 msnm, con una temperatura entre 7 y 16°C.
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2.2.3 Experimentacion preliminar

» reconstitucion, conservacion, siembra y cultivo de Lactobacillus
gasseri y Lactobacillus plantarum y Staphylococcus aureus, Listeria

monocytogenes 'y Escherichia coli 0157:H7.

Se utilizaron las cepas probidticas comerciales American Type Culture Collection: Lactobacillus gasseri
(ATCC® 19992) y Lactobacillus plantarum (ATCC® 8014), y como cepas patdgenas Staphylococcus
aureus (ATCC® 1708), Listeria monocytogenes (ATCC® 9112) y Escherichia coli (0157:H7 ATCC®
4338) adquiridas en ANNAR Health Technologies-Annar Diagndstica Import S.A.S (Bogota,
Colombia). La reconstituciéon se realizé de acuerdo a las instrucciones del fabricante y en un medio
especifico con el fin de optimizar su crecimiento y recuperacién (Anexo A) de acuerdo a la
metodologia adaptada por Jurado-Gamez et al. (2013). Trascurridas 24 horas de reconstituidas las
cepas lacticas y patégenas se confirmé el crecimiento y desarrollo de estas y se continué a realizar el
repique en cajas de agar MRS comercial y en tubos con caldo MRS y agar BHI y caldo BHI
respectivamente, posteriormente se incubaron en condiciones aerobias por 24 horas de 35 a 37°C.
Este procedimiento se realizé6 en camara de flujo laminar tipo II, junto a mechero para evitar
contaminacion del medio. Al dia siguiente, se revis6 nuevamente su crecimiento en los agares y
caldos y para constatar su morfologia macroscépica como microscépicamente y mediante coloraciéon
de Gram se confirmé su pureza. Posterior a la reconstitucion se realizé un repique en cajas con agar
MRS azul de anilina y agar BHI y se incubé en condiciones aerobias por 24 horas a 35-37°C, después
de este tiempo se realiz6 una tincién de Gram. Este procedimiento se realizé cada 12 dias para

mantener una viabilidad adecuada de las cepas (Jurado-Gamez et al., 2009)

Para el cultivo del inéculo, el proceso se realizé de forma metddica con las BAL antes de iniciar cada
una de las pruebas de la siguiente forma: con el asa bacterioldgica se tom6 una azada de una de las
cepa sembrada con anterioridad, en cajas de agar MRS con azul de anilina y fue transferida a un
Erlenmeyer 1, que contuvo 40 mL de caldo MRS estéril; posteriormente fue llevado a incubacion
durante 24 horas a una temperatura de 37°C. Trascurridas las 24 horas, con una pipeta de 5 mL, se
transfirieron 4 mL del contenido del erlenmeyer 1, a un erlenmeyer 2 que contuvo 40 mL de caldo
MRS y se incub6 por 24 horas a 37°C. Segtin Crueger y Crueger (1993), es necesario que el porcentaje
de inéculo se ajuste al 10% v/v, para iniciar la fermentacion. Luego de este tiempo se calcula el

numero de bacterias por mL. Con la ayuda de una pipeta, se tomé 1 ml del contenido del erlenmeyer
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2y se procedi6 a hacer la lectura en espectrofotometro a 625 nm. El patrén en la escala de McFarland
a la cual se ajusté la poblacion bacteriana fue de 4, el cual equivale a 1,2x109 UFC/mL. Cuando se
presentd mayor poblacién de la establecida, se adicioné caldo estéril, teniendo en cuenta el siguiente

calculo matematico de proporcionalidad de acuerdo a Guerrero et al. (2002) y Montes et al. (2003).

*M;= poblacién o densidad celular que se debe ajustar

*M>= 0,125 densidad éptica equivalente a 1,50 x 108 bact/mL. Densidad utilizada primera
fermentacion.

*V;= 1 mL volumen proveniente del indculo total (10/90)

*X;= cantidad que contiene M;

*V,=1o que se agrega a 1 mL para ajustar a 1,50 x 108 bact/mL

*V3= 100 mL cantidad total del inéculo

*X>= cantidad de caldo MRS comercial estéril que se agrega a V3 para ajustar la poblacién el valor de
M

Se encuentra entonces Xj;

Ml—)Mz
M, > M,

M)
Ml

Vo=Vi—X,

Se encuentra entonces Vy;

Finalmente se obtiene el valor de Xz;
Vl 4 Vz
Vs—-V,

El valor de X», es la cantidad que se debe agregar para ajustar la poblacion.

» resistencia a diferentes niveles de temperatura

Seglin la metodologia propuesta por Cai et al. (1999), se realizaron pruebas de crecimiento de las
bacterias lacticas con caracteristicas probioticas a diferentes temperaturas (38°C y 42°C), sembradas
en caldo MRS por 24 horas. Posteriormente, se efectuaron pruebas de viabilidad en agar MRS por 48

horas en condiciones de incubacion aerobias a 37°C en incubadora IN55 Memmert (Germany).
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Fueron seleccionadas las cajas de Petri con viabilidades de 30 y 300 UFC/150 mLy valores de dilucion

iguales o superiores a 107 UFC/mL.

= produccion de gas

Paraverificar la produccién de gas a partir de glucosa se emple6 caldo MRS con 5% de glucosa usando

tubos Durham para verificar la presencia de gas siguiendo el método de Dahl et al. (1989).

» actividad de catalasa

Se adiciond una gota de peréxido de hidrégeno sobre una gota con colonias de las bacterias lacticas;
la reaccion resultante es considerada como positiva por la formacién de burbujas de acuerdo a Cai et

al. (1998).

2.3 Cinéticas de fermentacion de L. gasseri y L. plantarum en
dos medios de cultivo

Se propuso el medio de cultivo comercial MRS (D-glucosa 20g/L; extracto de carne 8 g/L; extracto de
levadura 4g/L) y el medio de cultivo no comercial PRO basado en la metodologia de Jurado-Gamez
(2010) (10 g/L azucar blanco; 15 g/L leche de soya; 150 g/L suero de leche y/o leche en polvo; 15
g/L salvado de trigo y/o inulina) para la presente investigacion se modific6 la composicion del medio,
excluyendo el salvado de trigo, para verificar las mejores condiciones para producciéon de biomasa
de las cepas lacticas efectuando cinéticas de fermentacion. Las cinéticas de fermentacién se
efectuaron en un erlenmeyer con 1500 mL a 37°C en condiciones de aerobiosis, en agitaciéon
constante en agitador magnético con control de temperatura (MaXtir MSH500 digital, DAIHAN-KR)

en un rango de 50-80 r.p.m. Las variables evaluadas durante las cinéticas fueron las siguientes:

= Conteo de microorganismos viables en placa (UFC/150 puL).
» Determinacién de pH.

= Determinacion de produccién de proteinas totales.

= Determinacion de consumo de azucares totales.

= Determinacién de produccién de acido lactico.

= Evaluacién de producciéon de biomasa.

Las mediciones o toma de muestras se realizaron cada 2:50 h durante un periodo de 24 h. La Tabla 1

muestra los tiempos en los cuales se evaluaron la cantidad de colonias por mL.



34 Condiciones cinéticas de fermentacion de Lactobacillus gasseri y Lactobacillus
plantarum en dos medios de cultivo.

Tabla 1. Disefio de medidas repetidas para la determinacién de los medios de cultivos

Tipo de bacteria Lactobacillus plantarum y Lactobacillus gasseri

Horas 0 | 2:50 | 5:50 | 8:50 | 11:50 | 14:50 | 17:50 | 20:50 | 23:50

Medio MRS-PRO

2.3.1 Conteo de microorganismos viables en placa UFC/mL

Para esta determinacion, no se efectuaron medidas por peso seco ni por turbidimetria debido a las
elevadas cantidades de sélidos en suspensién del medio de cultivo (PRO). Para los conteos se diluyd
1 mL de muestra en 9 mL de agua peptonada al 0,1% y se realizaron diluciones decimales; de cada
dilucién se transfirieron a cajas de Petri con medio MRS con azul de anilina 100 pL para siembra en
superficie. Las cajas se llevaron a incubacién a 37°C y se observaron entre las 24 y 48 h. Se
consideraron las cajas de Petri con conteos de UFC/mL entre 30 y 300 colonias. El niimero de
colonias fue multiplicado por el inverso de la dilucién y por 10 para obtener las UFC/mL formados

de acuerdo a lo establecido por Lanara (1981).

2.3.2 Determinacion de pH

La evolucidn del pH se verificod mediante la medicion con un potenciémetro (JENCO® Visiénplus pH

618, china).

2.3.3 Determinacion de proteinas. Método de Lowry modificado

Las proteinas reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteau para dar un complejo color azul, (debido
a la reaccion del cobre alcalino con la proteina). La intensidad del color depende del ntimero de
aminoacidos presentes y enlaces peptidicos y cambiara segun la clase de proteina; la solucién azul
muestra una absorbancia maxima a 750 nm. Rango de linealidad entre 0-300 mg/L. Se ajusté 1 mL
de patrones de la curva estandar y se realizaron muestras por duplicado. Posteriormente se adicion6
0.5 mL de NaOH 2N a todos los tubos, colocandose luego en bafio maria a temperatura de ebullicion
durante 10 minutos, se dejaron reposar en bafio de agua fria, y luego se agregé6 0.5 mL de H2SO4 2.6
N. Luego de que se adiciond 0,9 mL de solucién A, se llevé por 10 minutos a bafio maria a 50°C, y se

dejo reposar en bafio de agua fria. Posteriormente se afiadié 100 pL de solucion B, se coloco por 10
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minutos en la oscuridad, en el instante se debié preparar la soluciéon C y consecutivamente se

adicioné 3 mL (Anexo B). Se prepararon las soluciones de la siguiente manera:

= Solucidn A: Se diluyé6 0,5 g de tartrato de sodio potasio, 25 g de carbonato de sodio, 125 mL de
hidréxido de sodio 1 N en 125 mL de agua destilada.

= Solucidn B: Se disolvi6 2 g de tartrato de sodio potasio, 1 g de sulfato de cobre en 10 mL de
hidréxido de sodio 1 N.

» Solucién C: Se preparo una solucion de agua destilada y reactivo de Folin Cicolteu en proporciona
14:1. (Preparada al momento de usar).

= Solucion estandar de seroalbumina bovina: Se disolvi6 la seroalbumina en 15 mg en 50 mL de

agua destilada el resto se almaceno en congelador. Concentracion final 300 mg/L.

2.3.4 Determinacion de consumo de azucares totales

Los azudcares fueron determinados por el método de Dubois (1956) (Anexo C), conocido por el
método de Antrona. Se prepar6 previamente una curva patréon con diferentes concentraciones de la
solucion patrén glucosa; los valores obtenidos de la lectura de densidad éptica (D.0.) a 525 nm. Se
graficaron versus la concentraciéon en mg/L para obtener la ecuacion de la recta. La dosificacion de
los aztlicares presentes en las muestras en estudio fue efectuada sobre 2,5 mL de muestra
previamente diluida en agua destilada y se adicion6 5 mL de Antrona preparada en acido sulfarico.
Los valores obtenidos de las muestras se calcularon por la ecuacién de la recta, obtenidos en la curva

patrén y multiplicados por el factor de dilucidn.

2.3.5 Determinacion de produccion de acido lactico

Serealiz6 aplicando el método de titulacion con Hidréxido de sodio 0,1 N (Morales-Erazo etal., 2019).

2.3.6 Evaluacion de la produccion de biomasa

Los calculos de fermentacion para las cinéticas fueron los definidos por Crueger y Crueger (1993) y
Rodriguez et al. (2003). La velocidad especifica de crecimiento se determiné por la ecuacién tiempo
de duplicacion celular, definida asi:

dIn X
dt

vmax =
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El tiempo de duplicacién celular:

_In2
v

td

De acuerdo a Madigan et al. (2009), se calcul6 el tiempo que tarda en duplicarse la poblacién o tiempo
de generacion (g):
0,693
9g=——
il
De igual manera, se calcul6 el inverso del tiempo de generacion se le denomina velocidad de

crecimiento (K) y sus dimensiones son generaciones/hora (K):

1
K =—
g
También se calcul6 en la fase estacionaria la cosecha maxima; donde la cosecha maxima es la biomasa

maxima obtenida. Su calculo se realizé mediante la siguiente expresion:
M = Mt — Mo

Siendo, Mt el crecimiento bacteriano en la fase estacionaria (es el tiempo al inicio de la fase
estacionaria y es el tiempo inmediatamente después de alcanzar la fase logaritmica) y Mo el

crecimiento al inicio de la cinética de fermentacion expresado en Ln UFC.

2.3.7 Identificacion de péptidos y acido lactico del sobrenadante de las
cepas lacticas por HPLC - DAD
Las muestras para analisis de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) se prepararon de la
siguiente forma: Se incubaron las cepas en caldo MRS por 24 horas a 37°C, posteriormente se
ajustaron por espectrofotometria a una densidad o6ptica de 1.00 en escala McFarland patrén 4
equivalente a una concentracion de 1.2 x 109 bacterias/MI. Luego se trasfirieron muestras en tubos
Eppendorfy se centrifugaron a 13.500 r.p.m durante 30 minutos a 4°C. Por ultimo, el sobrenadante

se filtré utilizando membranas PVDF de 0,2 micras y se llevé a lectura.

En cuanto a la determinacién de acido lactico del sobrenadante de cada muestra se filtro,
posteriormente se adicionaron 100 pL de acido nitrico 0,1N a 1,5 mL del filtrado el cual se centrifugé

a 1500 r.p.m durante 30 minutos a 4°C y se llevé a lectura mediante cromatografia con las siguientes
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especificaciones; Equipo: Cromatdgrafo Liquidos HPLC Waters - Bomba Binaria 1525; Columna: C18
300A (Jupiter, Phenomeme x 150mm x 4,6 mm) ; Detector: PDA 2998 a 214 y 280nm Scan (200-
350nm), Inyector: Rheodyne Loop de 20 pL.

2.3.8 Identificacion de aminoacidos del sobrenadante de las cepas
lacticas y las cepas patogenas por HPLC-PDA
Se cultivaron las cepas en caldo MRS y BHI respectivamente por 24 horas a temperatura entre 37°C,
posteriormente se ajustaron por espectrofotometria a una densidad d6ptica 1.00 en escala McFarland
patrén 4 equivalente a una concentracion de 1,2 x 109 bacterias/mL. Luego se trasfirieron las

muestras en tubos eppendorf manteniéndolas a una temperatura de 4°C.

Posteriormente se pas6 por filtros de jeringa de PVDF, Pall de 0,25um, 1,0 mL de las muestras.
Posteriormente se adicioné HCL 6N y se centrifugé x 15 minutos a 9000 rpm. Las muestras se
llevaron a sequedad con corriente de nitrégeno y se adicionaron 20 pL de reactivo derivatizante
(PITC, Aldrich). La muestra se llevé a sequedad con corriente de Nitrégeno y se reconstituy6 en 200
uL de solucion buffer fosfato a pH 6,5 para el analisis por HPLC-PDA. La identificacién se realizé
empleando un estdndar de aminoacidos en HCL 0,1N (Pickering, aminoacidos neutros) derivatizada
con PITC, y analizada bajo las mismas condiciones operacionales. Finalmente se llevd a lectura con
las siguientes especificaciones: Equipo: Cromatégrafo Liquidos HPLC Waters - Bomba Binaria 1525;
Columna: C18 (250mm x 4,6 mm x 5,0 um); Detector: PDA 2998 a 254 nm: Inyector: Rheodyne Loop
de 20 pL.

2.3.7 Analisis estadistico

Para evaluar las variables: conteo de microorganismos en placa, pH, proteinas totales, aztcares
totales y acido lactico de la cinética de fermentacion, se utiliz6 un disefio de medidas repetidas en el
tiempo, en donde se usé como factor fijo los medios de cultivo (MRS y PRO) y las medidas en el tiempo
como factor aleatorio. Para ello, primero se determiné la mejor estructura de covarianza mediante
los criterios de akaike y bayesiano, y las diferencias de medias mediante la prueba paramétrica de
Tukey. Por otra parte, todas las variables de la cinética de fermentacion se correlacionaron para
determinar que variables estan relacionadas. Los datos se recopilaron y organizaron en Microsoft

Excel y para su anadlisis se proces6 la informacidn en el paquete estadistico R, version 14.0 (2019).
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2.4 Resultados

Una vez que las cepas probiéticas y patégenas fueron reconstituidas y cultivadas, se realizd la tincién
de Gram para verificar morfologia que corresponda a las caracteristicas de las especies trabajadas.
En la figura 1-2 se puede observar la morfologia de L. gasseri y L. plantarum bajo el objetivo 100X, la
cual corresponde a estructuras bacilares delgadas, Gram-positivas, algunas se encuentran solas y
otras estan formando pequenas cadenas. Por su parte en la figura 2-2 se presenta la morfologia de E.
coli 0157:H7 donde se observd bacilos cortos y anchos propios del microorganismo Gram-negativo,
seguidamente Staphylococcus aureus presentd una morfologia tipica de cocos Gram-positivos
agrupados en racimos, finalmente Listeria monocytogenes, se identificé como un microorganismo con

morfologia bacilar Gram-positivo levemente alargado.

Figura 1-2. Técnica tinciéon de Gram Lactobacillus gasseri y Lactobacillus plantarum

Lactobacillus gasseri Lactobacillus plantarum
ATCC® 19992 ATCC® 8014
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Figura 2-2. Técnica tincién de Gram Escherichia coli 0157:H7, Listeria monocytogenes y
Staphylococcus aureus

E. coli O157:H7 Listeria monocytogenes Staphylococcus aureus
ATCC® 4338 ATCC® 9112 ATCC® 1708

Por otra parte, en la determinacion de resistencia a diferentes niveles de temperatura, en la tabla 2

se observan los valores para L. gasseri y L. plantarum.

Tabla 2. Resistencia a diferentes niveles de temperatura bacterias acido lacticas

L. gasseri (UFC/mL) L. plantarum (UFC/mL)
38°C 42°C 38°C 42°C
2.8x1013 2.4x1013 2.7x1013 2.3x1013
2.5x1014 2.2x1014 2.4x1014 2.3x1014

Tanto en la verificacion de producciéon de gas y actividad de catalasa, L. gasseri y L. plantarum
reportaron resultados negativos (respectivamente); ademas, se evidenci6 ausencia en la produccién

de gas y no efervescencia de los cultivos lacticos en condiciones de incubacion aérobica.

= Cinéticas de fermentacion

Los resultados registrados para L. gasseri en la cinética de fermentacién, muestran que la fase
exponencial en los medios MRS y PRO se alcanzé en el tiempo 4 (8:50 horas). Por su parte L.
plantarum, present6 su fase exponencial en el tiempo 5 (11:50 horas) en los dos medios evaluados.
En las figuras 3-2 y 4-2 se observa la comparacion entre el crecimiento de L. gasseri y L. plantarum

en los medios PRO y MRS respectivamente.
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Figura 3-2. Crecimiento (UFC/mL) de Lactobacillus gasseri en los medios PRO y MRS
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Figura 4-2. Crecimiento (UFC/mL) de Lactobacillus plantarum en los medios PRO y MRS
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En las tablas 3 y 4 se muestra la composicion teérica aproximada de los medios MRS y PRO en donde
se aprecia que los aportes nutricionales son mayores en el medio PRO y en el caso de las vitaminas C

y B6 solo estan presente en este medio.
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Tabla 3. Composicién nutricional teérica del caldo MRS
Nutriente Extracto de Extracto de D-glucosa Aportes
carne (8 g) levadura 20g totales
(48)
Agua % 3,0 1,64 - 4,66
Energia Kcal 16,6 7,40 75,8 99,84
Proteina g 3,1 0,96 - 4,09
Grasa Total g 0,1 0,04 - 0,18
Carbohidratos g 0,5 0,82 20 21,31
Fibra Diet. total g 0 0,26 - 0,26
Ceniza g 1,2 0 - 1,20
Calcio mg 6,5 2,68 - 9,16
Fosforo mg 58,9 4,16 - 63,04
Hierro mg - 0,16 - 0,16
Potasio mg - 84,00 - 84,00
Sodio mg - 135,20 - 135,20
Zinc mg - 0,17 - 0,17
Magnesio mg - 7,20 - 7,20
Tiamina mg - 0,93 - 0,93
Riboflavina mg - 0,70 - 0,70
Niacina mg 1,9 5,10 - 6,97
Vit. C mg - - - 0,00
Vit. B6 mg - - - 0,00
Vit. B12 ug - 0,02 - 0,02
Jurado-Gamez et al. (2009)
Tabla 4. Composicién nutricional tedrica del medio PRO
Nutriente Leche de Leche en | Salvado de Azucar Inulina | Aportes
soya polvo trigo pulverizado | (15g) | totales
(15g) (150 g) (15g) (10g)
Agua % 13,21 7,35 1,48 0,13 7,12 29,3
Energia Kcal 8,10 531,00 32,40 38,00 240 849,5
Proteina g 0,49 53,25 2,33 0,01 - 56,09
Grasa Total g 0,26 0,30 0,64 - - 1,20
Carbohidratos g 0,94 77,70 9,68 9,81 14,55 112,68
Fibra Diet. total 0,09 - 6,42 - 13,50 20,01
g
Ceniza g - 11,40 0,00 - - 11,40
Calcio mg 3,75 420,00 10,95 8,30 - 443,00
Fosforo mg 7,80 1516,50 151,95 0,40 - 1676,65
Hierro mg 0,10 0,48 1,59 0,07 - 2,23
Potasio mg 17,70 1020,00 177,30 13,30 - 1228,30
Sodio mg 7,65 3420,00 0,30 2,80 - 3430,75
Zinc mg 0,02 6,05 1,09 -- - 7,16
Magnesio mg 3,75 90,00 91,65 0,90 - 186,30




42 Condiciones cinéticas de fermentacion de Lactobacillus gasseri y Lactobacillus
plantarum en dos medios de cultivo.

Tiamina mg 0,01 0,24 0,08 - - 0,33
Riboflavina mg 0,01 2463,00 0,09 - - 2463,10
Niacina mg 0,08 1,00 2,04 0,01 - 3,12

Vit. C mg - 10,05 - - - 10,05
Vit. B6 mg 0,01 0,45 0,20 - - 0,66
Vit. B12 ng - 5,97 - - - 5,97

Jurado-Gamez et al. (2009).

Parametros cinéticos: Se evaluaron las diferentes variables cinéticas para las BAL, encontrando lo

siguiente:

* Conteo de microorganismos viables en placa (UFC/mL)

La técnica de conteo en placa propicia la informacion del nimero de células viables durante el
proceso en términos de UFC/mL, permitiendo determinar la evolucién de la produccién de biomasa.
Este parametro se tomdé como un referente para la evaluacion del crecimiento bacteriano durante la
cinética, y se evalu6 en dos diferentes medios de cultivo, las BAL se comportaron asi. En la figura 5-2

se presenta las UFC/mL de las cepas lacticas en los dos medios de cultivo propuestos.
Figura 5-2. Crecimiento en placa (UFC/mL) de las cepas lacticas los medios de cultivo MRS y PRO

Lactobacillus gasseri ATCC® 19992

Medio MRS Medio PRO

Lactobacillus plantarum ATCC® 8014

Medio MRS Medio PRO
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En la Tabla 5 se muestran las estructuras de covarianza para las BAL, donde se encontr6 una mejor
covarianza con el analisis auto regresivo. Por lo cual se tomé este método para realizar el andlisis de

medidas en el tiempo.

Tabla 5. Tabla de valores de ajuste para la mejor estructura de covarianza

Lactobacillus gasseri
Estadisticas de ajuste Autoregresivo* Autoregresivo 1er Sin
orden estructura
Verosimilitud -2 Res Log 216,8 240,3 260,2
AIC (Mejor mas pequeiio) 222,8 234,6 256,7
AICC (Mejor mas pequeiio) 223,4 230,4 263,2
BIC (Mejor mas pequeiio) 223,1 229,5 264,3
Lactobacillus plantarum
Estadisticas de ajuste Autoregresivo* Autoregresivo 1er Sin
orden estructura
AIC (Mejor mas pequeiio) 201,8 134,4 166,8
BIC (Mejor mas pequeiio) 133,6 159,2 175,5
*Se uso el criterio de informacién bayesiano (BIC) para determinar la mejor estructura.

Lactobacillus gasseri de acuerdo al analisis de medidas repetidas mostré que no existen diferencias
significativas entre los medios (P>0,05). Mientras que el tiempo (horas) mostré diferencias (P<0,05).

En este sentido la interaccion no fue significativa entre el tiempo y los medios (P> 0,05) (Tabla 6).

Tabla 6. Crecimiento bacteriano UFC/mL de L. gasseri

Hora Medio (LN UFC/mL)
MRS PRO EEM
0 (1) 22,96 20,47¢8 0,123
2:50(2) 23,14cA 23,0644 0,123
5:50(3) 22,87¢A 22,8744 0,123
8:50(4) 27,4828 30,26aA 0,123
11:50(5) 25,070 25,070 0,123
14:50(6) 22,75¢A 22,66¢ 0,123
17:50(7) 27,41aA 27,4704 0,123
20:50(8) 21,6248 24,29¢A 0,123
23:50(9) 22,10¢A 22,200 0,123
EEM 0,098 0,098
Superindices con letras mintsculas diferentes en columnas muestran diferencias significativas (P<0,05), y superindices con letras
mayusculas diferentes en las filas muestran diferencias significativas (P<0,05).
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Por su parte Lactobacillus plantarum de acuerdo el analisis de medidas repetidas mostré que existe
diferencias significativas entre los medios (P<0,05), esta diferencia se observa en el tiempo 4, donde
se encontr6 un mayor crecimiento de la cepa en medio PRO. De igual manera, se determind

diferencias en el tiempo (horas) (P<0,05). Encontrando que la interaccién no fue significativa (P>

0,05) (Tabla 7).

Tabla 7. Crecimiento bacteriano UFC/mL de L. plantarum

Hora Medio (LN UFC/mL)
MRS PRO EMM
0(1) 21,8204 23,392 0,105
2:50(2) 21,8204 22,60bA 0,105
5:50(3) 21,694 22,57bA 0,105
8:50(4) 27,3824 27,4824 0,105
11:50(5) 27,3828 29,404 0,105
14:50(6) 20,2704 22,64bA 0,105
17:50(7) 27,832 27,564 0,105
20:50(8) 23,22b4 24,0524 0,105
23:50(9) 21,5554 21,552 0,105
EEM 0,672 0,672
Superindices con letras minusculas diferentes en columnas muestran diferencias significativas (P<0,05), y superindices con letras
mayusculas diferentes en las f ilas muestran diferencias significativas (P<0,05).

= Determinacion de pH

En esta determinacion se pudo observar que el valor de pH reportado para L. gasseri en la fase
exponencial de los medios MRS y PRO fue de 4,24 y 4,26 respectivamente. Por su parte L. plantarum
registr6 valores de 4,49 y 4,4 en los medios MRS y PRO. En las figuras 6-2 y 7-2, se observa la

tendencia del pH en el tiempo completo de la cinética en las BAL estudiadas.
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Figura 6-2. Determinacién de pH de Lactobacillus gasseri ATCC® 19992 en dos medios de cultivo
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Figura 7-2. Determinacion de pH de Lactobacillus plantarum ATCC® 8014 en dos medios de cultivo
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En la evolucion del pH, se observo que la mejor estructura fue la auto regresiva de primer orden para

las BAL, resultando esta estructura la mejor para el analisis (Tabla 8).
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Tabla 8. Tabla de valores de ajuste para la mejor estructura de covarianza

Lactobacillus gasseri

Estadisticas de ajuste Autoregresivo* | Autoregresivo 1¢rorden | Sin estructura
Verosimilitud-2 Res Log 664,3 753,8 572,5
sAIC (Mejor mas pequeiio) 668,3 752,2 585,4
AICC (Mejor mas pequeiio) 668,6 757,3 597,3
BIC (Mejor mas pequeiio) 668,5 751,4 539,8

Lactobacillus plantarum

Estadisticas de ajuste Autoregresivo* | Autoregresivo 1erorden | Sin estructura
AIC (Mejor mas pequeiio) 138,2 153,5 153,4
BIC (Mejor mas pequeiio) 138,4 147,7 187,6

*Se uso el criterio de informacion bayesiano (BIC) para determinar la mejor estructura.

Por su parte para L. gasseri y L. plantarum, el analisis de varianza demostré que existen diferencias
significativas (P<0,05), entre medios, de igual manera se encontr6 que existen diferencias

significativas (P<0,05), entre horas. Pero no se encontré interaccion entre factores (Tabla 9).

Tabla 9. Evolucién de pH en las cepas BAL

Lactobacillus gasseri
Hora Medio
MRS PRO EEM

0() 5,15252A 5,0624 0,342
2:50(2) 5,182A 51124 0,342
5:50(3) 4,894 4,674 0,342
8:50(4) 4,25bA 4,264 0,342
11:50(5) 4,08bA 4,06b4 0,342
14:50(6) 3,92bA 3,758 0,342
17:50(7) 3,864 3,618 0,342
20:50(8) 3,89pA 3,758 0,342
23:50(9) 3,904 3,55 0,342

EMM 0,231 0,231

Lactobacillus plantarum
Hora Medio
MRS PRO EMM

0o 5,6024 54324 0,201
2:50(2) 5,343 5,24 34 0,201
5:50(3) 4,994 4,964 0,201
8:50(4) 4,693bA 4,65aA 0,201
11:50(5) 4,49bA 4,4024 0,201
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14:50(6) 4,37bA 4,298 0,201
17:50(7) 4,36b4 4,17b8 0,201
20:50(8) 4,29bcA 4,088 0,201
23:50(9) 4,27cA 4,04b8 0,201
EMM 0,129 0,129
Superindices con letras mintsculas diferentes en columnas muestran diferencias significativas (P<0,05), y superindices con letras
mayusculas diferentes en las filas muestran diferencias significativas (P<0,05).

= Determinacién produccion de proteinas

En las figuras 8-2 y 9-2 se puede observar la produccién de proteinas de L. gasseri y L. plantarum en

todos los tiempos de la cinética de fermentacién de los medios analizados. La produccién de proteina

de L. gasseri en los medios MRS y PRO present6 valores en la fase logaritmica de 7,32 mg/L y 6,42

mg/L respectivamente. De acuerdo a este estudio para L. plantarum mostr6 valores de produccion

de proteinas de 4,88 mg/L y 4,53 mg/L en la fase exponencial de la cinética de fermentacion de los

medio MRS y PRO.

Figura 8-2. Produccion de proteinas Lactobacillus gasseri ATCC ® 19992 en dos medios de cultivo
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Figura 9-2. Produccion de proteinas Lactobacillus plantarum ATCC ® 8014 en dos medios de cultivo
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En el ensayo donde se determind la produccion de proteinas para las cepas BAL se observé que el

mejor ajuste de la estructura de covarianza esta en la categoria sin estructura. En este sentido se

decidié usar este método para realizar el andlisis.

Tabla 10. Tabla de valores de ajuste para la mejor estructura de covarianza

Lactobacillus gasseri
Estadisticas de ajuste Autoregresivo* Autoregresivo 1¢r orden Sin estructura
Verosimilitud-2 Res Log 664,3 753,8 572,5
AIC (Mejor mas pequeiio) 668,3 752,2 585,4
AICC (Mejor mas pequeiio) 668,6 757,3 597,3
BIC (Mejor mas pequeiio) 668,5 751,4 539,8

Lactobacillus plantarum

Estadisticas de ajuste Autoregresivo* Autoregresivo 1¢rorden Sin estructura
AIC (Mejor mas pequeiio) 648,2 731,2 572,7
BIC (Mejor mas pequeiio) 638,4 7424 561,2

*Se uso el criterio de informacién bayesiano (BIC) para determinar la mejor estructura.
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El analisis de varianza L. gasseri no mostro diferencias (P>0,05) en el comportamiento de los medios,
aunque si existio diferencia dentro de cada medio como se proyectd. Por su parte L. plantarum el
analisis encontrd diferencias entre las horas (P<0,05) y entre los medios (P<0,05). Sin embargo, no

se observo interaccion entre ellos (Tabla 11).

Tabla 11. Produccién de proteinas de las BAL en el tiempo

Lactobacillus gasseri

Hora Medio

0(1) MRS PRO EEM
2:50(2) 899,59aa 931,972 146,5
5:50(3) 912,0824 883,634 146,5
8:50(4) 807,55b4 738,63bA 146,5
11:50(5) 732,41cA 641,974 146,5
14:50(6) 545,69dA 436,974 146,5
17:50(7) 625,38 379,474 146,5
20:50(8) 504,28dA 364,474 146,5
23:50(9) 379,12¢A 345,3¢A 146,5

EEM 78,56 78,56

Superindices con letras mintsculas diferentes en columnas muestran diferencias significativas (P<0,05), y superindices con letras
mayusculas diferentes en las filas muestran diferencias significativas (P<0,05).

Lactobacillus plantarum

Hora Medio
MRS PRO EEM
0(1) 568,202A 553,1024 23,4
2:50(2) 486,192 474,253 23,4
5:50(3) 464,863 459,75 23,4
8:50(4) 458,202A 450,432A 23,4
11:50(5) 488,2024 453,92aA 23,4
14:50(6) 421,533 418,102 23,4
17:50(7) 380,862b4 287,61bB 23,4
20:50(8) 284,86bA 277,58bA 23,4
23:50(9) 234,86bA 231,92bA 23,4
EEM 66,13 66,13

Superindices con letras mindsculas diferentes en columnas muestran diferencias significativas (P<0,05), y superindices con letras
mayusculas diferentes en las filas muestran diferencias significativas (P<0,05).
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= Consumo de aziicares

La cuantificacion de azdcar permite determinar el consumo para el crecimiento de los
microorganismos y establecer la relacién de consumo/crecimiento celular. En las figuras 10-2 y 11-
2 se puede observar la tendencia de consumo de azudcares de L. gasseri y L. plantarum en todos los
tiempos de la cinética de fermentacidn de los medios analizados. El consumo de azucar de L. gasseri
en los medios MRS y PRO present6 valores en la fase logaritmica de 3,14 mg/L y 3,3 mg/L
respectivamente. De acuerdo a este estudio para L. plantarum mostré valores de consumo de

azucares totales de 6,98 mg/Ly 5,9 mg/L en la fase exponencial de la cinética de fermentacion de los

medio MRS y PRO.

Figura 10-2. Consumo de azucares de Lactobacillus gasseri ATCC® 19992 en dos medios de cultivo
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Figura 11-2. Consumo de azucares de Lactobacillus plantarum ATCC® 8014 en dos medios de cultivo
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Los resultados de las BAL para esta variable mostraron que no existen diferencias estadisticas

significativas en ninguno de los factores evaluados (P>0,05). Y la estructura de covarianza que mejor

ajusta fue la auto regresiva (Tabla 12).

Tabla 12. Valores de ajuste para la mejor estructura de covarianza

Lactobacillus gasseri
Estadisticas de ajuste Autoregresivo* | Autoregresivo 1¢rorden Sin estructura
Verosimilitud-2 Res Log 247,8 250,3 308,2
AIC (Mejor mas pequeiio) 245,8 254,6 312,7
AICC (Mejor mas pequeiio) 2444 250,4 324,2
BIC (Mejor mas pequeiio) 241,1 259,5 333,3
Lactobacillus plantarum
Estadisticas de ajuste Autoregresivo* | Autoregresivo 1er orden Sin estructura
AIC (Mejor mas pequeiio) 227,2 236,4 320,1
BIC (Mejor mas pequeiio) 2231 231,3 329,2

*Se uso el criterio de informacion bayesiano (BIC) para determinar la mejor estructura.
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Para L. gasseri el andlisis de varianza para medidas repetidas mostré que inicamente presentaron
diferencias (P<0,05), en las horas para cada medio, mas no hay diferencias (P>0,05), en el
comportamiento de los medios, al igual que no existe interaccién entre los factores medio y hora.
Para L. plantarum el analisis mostré que existen diferencias (P<0,05), en las horas, y también entre

los medios (P<0,05), pero no se observo interaccion (Tabla 13).

Tabla 13. Consumo de azicares de las BAL en el tiempo

Lactobacillus gasseri

Hora Medio
MRS PRO EEM
0(1) 39,064 35,4224 2,14
2:50(2) 34,6924 33,6124 2,14
5:50(3) 33,3924 32,2224 2,14
8:50(4) 31,434 33,0724 2,14
11:50(5) 30,0624 31,3324 2,14
14:50(6) 28,2844 29,7324 2,14
17:50(7) 28,2924 29,8824 2,14
20:50(8) 26,273 28,6924 2,14
23:50(9) 25,2844 26,4224 2,14

EEM 3,12 3,12

Superindices con letras mintsculas diferentes en columnas muestran diferencias significativas (P<0,05), y superindices con letras letras

mayusculas diferentes en las filas muestran diferencias significativas (P<0,05).

Lactobacillus plantarum

Hora Medio
MRS PRO EEM
0(1) 49,88¢B 69,71bA 2,21
2:50(2) 58,82bB 70,61bA 2,21
5:50(3) 62,87bB 73,302A 2,21
8:50(4) 69,6124 62,59¢B 2,21
11:50(5) 69,8134 59,09¢B 2,21
14:50(6) 60,81bA 47,7048 2,21
17:50(7) 60,10bA 39,8748 2,21
20:50(8) 55,85¢A 37,6548 2,21
23:50(9) 54,02¢A 34,25¢B 2,21
EEM 1,12 1,12

Superindices con letras mintsculas diferentes en columnas muestran diferencias significativas (P<0,05), y superindices con letras letras

mayusculas diferentes en las filas muestran diferencias significativas (P<0,05).
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* Determinacion porcentaje de produccion de acido lactico

En la determinaciéon de porcentaje de produccion de acido lactico para L. gasseri, se presentaron
valores iniciales y finales de 0,55 - 1,74 en el medio MRS y de 0,50 - 1,73 en el medio PRO
respectivamente (figura 12-2). Por otra parte L. plantarum obtuvo resultados iniciales y finales de

0,10- 0,38 en el medio MRS y de 0,09 - 0,385 en el medio PRO (figura 13-2).
Figura 12-2. Determinacién de acidez de Lactobacillus gasseri ATCC® 19992 en dos medios de

cultivo
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Figura 13-2. Determinacion de acidez de Lactobacillus plantarum ATCC® 8014 en dos medios de
cultivo
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Produccion de acidez
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Para la evaluacion de esta variable se encontré para las BAL que la estructura mas adecuada para

modelar la estructura de covarianza fue sin estructura (Tabla 14).

Tabla 14. Valores de ajuste para la mejor estructura de covarianza

Lactobacillus gasseri

Estadisticas de ajuste Autoregresivo* | Autoregresivo 1¢r orden | Sin estructura

Verosimilitud-2 Res Log 664,3 753,8 572,5
AIC (Mejor més pequeiio) 668,3 753,2 585,4
AICC (Mejor mas pequeio) 668,6 757,3 597,3
BIC (Mejor mas pequeiio) 668,5 751,4 539,8

Lactobacillus plantarum

Estadisticas de ajuste Autoregresivo* | Autoregresivo 1¢r orden | Sin estructura
AIC (Mejor mas pequeiio) 65,6 57,3 75,3
BIC (Mejor mas pequeiio) 67,6 57,5 69,3

*Se uso el criterio de informacion bayesiano (BIC) para determinar la mejor estructura.

Para L. gasseri el analisis de varianza encontré que hay diferencias entre los medios y que también
hay diferencias entre las horas (P<0,05), aunque no se observa interacciéon (P>0,05). Para L.
plantarum se encontraron diferencias en el tiempo (P<0,05), pero no se observaron diferencias

(P>0,05) entre medios, asi como tampoco se encontro efecto de interaccion (Tabla 15).
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Tabla 15. Medicion de acido lactico de las cepas lacticas en el tiempo

Lactobacillus gasseri
Medio
Hora MRS PRO EEM
0 0,53Ba 0,52bA 0,0021
1 0,64b4 0,6075b4A 0,0021
2 0,723bA 0,705b4 0,0021
3 1,175 1,1575428 0,0021
4 1,344 1,28252A 0,0021
5 1,455 1,424 0,0021
6 1,64752 1,57328 0,0021
7 1,72524 1,752 0,0021
8 1,773 1,742 0,0021
EEM 0,32 0,32

Superindices con letras minusculas diferentes en columnas muestran diferencias significativas (P<0,05), y superindices con letras
mayusculas diferentes en las filas muestran diferencias significativas (P<0,05).

Lactobacillus plantarum

Medio

Hora MRS PRO EEM
0 0,10¢A 0,09¢A 0,104
1 0,16¢A 0,13¢A 0,104
2 0,17¢A 0,15¢A 0,104
3 0,22bcA 0,22bcA 0,104
4 0,29bA 0,28bA 0,104
5 0,32bA 0,32bA 0,104
6 0,35bA 0,35bA 0,104
7 0,36bA 0,35b4 0,104
8 0,384a 0,38aA 0,104

EEM 0,08 0,08

Superindices con letras minusculas diferentes en columnas muestran diferencias significativas (P<0,05), y superindices con letras
mayusculas diferentes en las filas muestran diferencias significativas (P<0,05).

= Evaluacion de produccién de biomasa

Los resultados obtenidos permitieron determinar si las cepas resultaron ser las mas adecuadas en
términos tiempo-tasa de crecimiento durante el proceso de fermentacién para establecer el tiempo
de duracién en la produccion de biomasa. En la tabla 16 se reportan los resultados de la produccion
de biomasa, relacionados con la velocidad especifica de crecimiento (pumex h'l), fase de latencia
UFC/mL, fin fase logaritmica (horas), tiempo de duplicaciéon celular (minutos), nimero de

generaciones por hora, cosecha maxima, incremento celular fin fase logaritmica, incremento celular
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total, % de azlcar consumidos fin fase logaritmica, % azucares consumidos totales, % proteina
producida fin fase logaritmica, % proteina consumida total, R? fin fase logaritmica, pH fase
logaritmica, % 4acido lactico fase logaritmica, consumo azucares en fase logaritmica mg/L, y

produccién de proteina fase logaritmica mg/L de las cepas lacticas.

Tabla 16. Datos cinéticos del crecimiento bacteriano de L. gasseriy L. plantarum en los medios MRS

y PRO.

Cepa Lactobacillus gasseri | Lactobacillus plantarum
Medio
Fase de latencia MRS PRO MRS PRO
<3 <3 <3 <3
Velocidad especifica 0,850 0,780 0,821 1,12
de crecimiento pmax
(h1)
Fin fase logaritmica 8:50 8:50 11:50 11:50
(horas)
Tiempo de 48,91 (min) 53,31 50,64 (min) 37,12
duplicacion celular 0,815 (hora) 0,88 0,844 (hora) 0,618
Numero de 4,44 1,136 1,184 1,618
generaciones por
hora
Cosecha maxima Ln 7,32 9,62 1,9 7,02
UFC
Incremento celular 3,0E+13 3,0E+14 3,0E+12 2,0E+14
fin fase
logaritmica
Incremento celular 1,15E+11 1,08E+11 1,03E+10 1,12E+10
total
% de azucar 23,067 11,575 23,26 66,76
consumidos fin fase
logaritmica
% azucares 34,536 25,409 35,511 76,149
consumidos totales
% proteina 39,341 53,11 26,170 24,407
producida fin fase
logaritmica
% proteina 65,474 64,907 58,676 58,067
consumida total
R2 fin fase 0,9577 0,9786 0,987 0,954
logaritmica
pH fase logaritmica 4,24 4,26 4,49 4,4
% acidez fase 1,16 1,15 0,29 0,28
logaritmica
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Consumo azucares en 31,42 33,07 48,82 45,36
fase logaritmica
mg/L
Produccion de 73,24 64,19 69,81 59,05
proteina fase
logaritmica mg/L

= Identificacion de péptidosy acido lactico del sobrenadante de las cepas lacticas por HPLC
- DAD.

Se detectaron 4 seiales (picos) que corresponden tentativamente a la presencia de péptidos en las
muestras de acuerdo a los espectros UV obtenidos a 214 y 280 nm, longitudes de onda de referencia
para la identificacién de estos compuestos. La comparaciéon de los 4 picos detectados en el
sobrenadante de L. gasseri frente al patréon estandar, indic6 que durante el tiempo 15,23
correspondiente al pico nimero 4 fue similar; en este caso se puede inferir que corresponde a un
péptido conformado por una cadena de aminoacidos VAL-TIR-VAL, con una concentracion de 0,37
mg/mL (figura 14-2). En cuanto a L. plantarum, la comparacion de los 4 picos detectados en el
sobrenadante frente al patrén estandar indica que durante el tiempo 11,82 correspondiente al pico
numero 3 fue similar; en este caso se puede inferir que corresponder a un péptido conformado por

una cadena de aminoacidos VAL-TIR-VAL, con una concentracién de 0,52 mg/mL (figura 15-2).

Figura 14-2. Cromatograma identificacion de péptidos de Lactobacillus gasseri ATCC® 19992.
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Figura 15-2. Cromatograma identificacién de péptidos de Lactobacillus plantarum ATCC® 8014
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= Determinacion de Aacido lactico en el sobrenadante de Lactobacillus gasseri y

Lactobacillus plantarum.

En la tabla 17 se puede observar que L. gasseri registrd la presencia de acido lactico en el

sobrenadante con valores de 10,9 y 10,5 g/L. Por su parte L. plantarum report6 valores de 8,4 y 8,1

g/L.

Tabla 17. Andlisis de acido lactico en muestras de sobrenadante

Lactobacillus gasseri
Muestra1 g/L Duplicado g/L
10,9 10,5
Lactobacillus plantarum
Muestra 1 g/L Duplicado g/L
8,4 8,1

= Identificacion de aminoacidos en el sobrenadante de las cepas lacticas L. gasseri y L.

plantarum y de las cepas patogenas E. coli 0157:H7, S. aureus y L. monocytogenes

En la tabla 18 se presenta los diferentes aminoacidos identificados en el sobrenadante de las cepas
lacticas y patogenas, y se expresaron a través de la cantidad relativa porcentual (%). De acuerdo a los
resultados reportados, es posible indicar que el aminoacido que predomina porcentualmente en las
muestras y que las relaciona, fue tirosina, siendo en L. gasseri los segundos aminoacidos
predominantes arginina y valina, con una cantidad relativa porcentual de 8,9%; por su parte L.
plantarum presenté un segundo aminoacido correspondiente a valina, cuya cantidad relativa
porcentual fue de 12,6%. Respecto a las cepas patdgenas, el segundo aminoacido predominante para

E. coli 0157:H7, S. aureus y L. monocytogenes, fue valina (12,5%), arginina (5,5%) y serina (8,1%).

Tabla 18. Aminoacidos encontrados en el sobrenadante de las cepas lacticas y patégenas

Cantidad relativa porcentual (%)
N° | Aminoacidos L. gasseri | L. plantarum E. coli S. aureus L. monocytogenes
0157:H7
1 Acido 4,5 4,8 4,0 - -
aspartico
2 Serina 5,5 8,9 7,5 3,8 8,1
3 Arginina 8,9 7,0 6,0 5,5 6,8
4 Tirosina 52,9 43 43,5 40,8 41,2
5 Valina 8,9 12,6 12,5 1,7 -
6 Prolina 3,0 - 6,2
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7 Cisteina 4,3 3,3 -
8 Glicina 3,3 2,9
9 Treonina 1,8 -

2.5 Discusion

= Reconstitucion, conservacion, siembra y cultivo de Lactobacillus gasseri y Lactobacillus

plantarum y Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y Escherichia coli 0157:H7

La identificacién morfolégica de las bacterias lacticas concuerda con lo reportado por Azcarate-Peril
et al. (2008) cuando mencionan que L. gasseri corresponde a una bacteria Gram-positiva y esta
formada por pequeiios bastones con extremos redondeados de 0,6 a 0,8 por 3 a 5 um de tamaifio, es
un microorganismo catalasa negativo, anaerobio facultativo y en el proceso de fermentacién no
presenta produccion de gas. Por su parte para L. plantarum, segin lo indicado por Zapata et al. (2009)
afirman que es un microorganismo Gram-positivo anaerobio facultativo, catalasa negativa y no
presenta produccién de gas, en cuanto a su morfologia tiene forma de bastén recto con extremos
redondeados y dimensiones de 0,7 um x 1,6 pm. De acuerdo a Savagodo et al. (2006) los Lactobacillus
pertenecen a un grupo de organismos Gram-positivos, no formadores de esporas, sin motilidad, con
forma de cocos o bacilos y carentes de catalasa. De igual modo, Ekinci y Gurel (2007) afirman que son
cocos o bacilos de longitud variable y de un grosor de 0,5-0,8 um. Se trata de un grupo de bacterias
fisiologicamente uniformes, de pared Gram-positiva. Son anaerobias facultativas, catalasa negativa
(Galvez et al., 2007). Carecen de actividad respiratoria porque les falta una enzima (citocromo
catalasa), contienen un grupo hemina, que les permite poner en marcha la cadena respiratoria con el
oxigeno como aceptor de electrones, a pesar de su metabolismo anaerobio, son anaerobios tolerantes

y en los medios de cultivo solidos forman colonias en presencia de aire (Ekinci & Gurel, 2007).

Del mismo modo, de acuerdo con Calpa y Chaspuengal (2013), la produccién negativa de gas en las
mismas es una caracteristica importante en las bacterias probiéticas, ya que impiden o previenen
problemas gastrointestinales cuando es suministrado en la dieta al hosperdero, como por ejemplo
problemas asociados al timpanismo. A pesar de esta afirmacién algunas bacterias acido lacticas son
importantes por su produccién de gas, en algunos procesos en la industria alimentaria como es el
caso de la formacién de “ojos” en los quesos y el caracter espumoso de algunas leches fermentadas

(Hernandez et al., 2007). En este orden de ideas, en este tipo de industrias algunas BAL heterolacticas
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son mas importantes que las homolacticas; por ejemplo, en la produccién de compuestos que
intensifican el sabor y aroma. Por otra parte, las bacterias homolacticas, con su principal produccién
de acido lactico otorga un sabor acido y fresco en leches fermentadas, mejora cuerpo y textura en los
quesos e inhibe, en parte, el desarrollo de microbiota contaminante y patégena (Kailasapathy, 2006);
ademas, aseguran la calidad y uniformidad del producto final (Bertrand et al., 2003) y en algunos casos

al valor nutricional de productos alimenticios.

Respecto a las cepas patdgenas, Kaper et al. (2004) y FAO (2011), mencionan que E. coli 0157:H7 es
una bacteria tipo bacilo perteneciente a la familia de las enterobacterias, Gram-negativa, y tiene un
tamafio aproximado de 0,5-3,0 pum. Es una bacteria con actividad catalasa positiva, no cuenta con
capacidad oxidasa y puede reducir los nitratos a nitritos. Es anaerobia facultativa, fermenta la glucosa
y lactosa con produccién de gas. Por otra parte, Sanchez y Razuri (2017) mencionan que el género
Staphylococcus estd formado por cocos Gram-positivos, con un didmetro de 0,5 a 1,5 um, agrupados
como células dnicas, en pares, tétradas, cadenas cortas o formando racimos de uvas. Son bacterias
sin formacion de esporas y sin capsula, algunas si logran formar capsula, son anaerobias facultativas.
Logran producir una enzima llamada catalasa que se encarga de descomponer el peréxido de
hidrogeno en agua y oxigeno libre (Abalco, 2020). Finalmente, Sun et al. (1990) y Swanson y Baer
(1995,) consideran que el género Listeria estd compuesto por pequefios bacilos Gram-positivos de
extremos redondeados con 0,4-0,5 um de didmetro y 0,5-2 um de longitud. No forman capsulas ni
esporas y son anaerobios facultativos. Gracias a unos pocos flagelos peritricos, son méviles a 20-25°C,

aunque no a 37°C.

Para establecer las condiciones de crecimiento 6ptimo, es importante tener en cuenta que las
bacterias acido lacticas crecen bajo condiciones especificas, tal como la temperatura. Autores como
Acevedo et al. (2010), aseguran que la temperatura 6ptima de crecimiento para estas bacterias es de
37°C, encontrandose altos incrementos en las BAL a temperaturas oscilantes entre 36-382C. Sin
embargo, segiin Amorocho (2011), se ha demostrado la capacidad de mantener una concentraciéon
bacteriana viable a temperaturas entre los 2°C y 53°C. Por su parte, Sanchez et al. (2015),
encontraron al someter cepas de Lactobacillus obtenidas del tracto intestinal de terneros neonatos,
a temperaturas de 30°, 37° y 45°C, un desarrollo bacteriano favorable, y donde ademas observaron
una capacidad de mayor rendimiento en células viables entre 9,3-10 log UFC/mL a una temperatura
de 37°C. Zapata et al. (2009) mencionan que algunas de las bacterias acido lacticas, debido a su bajo
peso molecular, hace que la estabilidad térmica sea una propiedad comun e importante en las

bacteriocinas de las BAL ya que los compuestos utilizados como bioconservantes en alimentos suelen
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requerir calentamiento previo y preservacion a bajas temperaturas. Finalmente, Reddy et al. (2014)
manifiestan que las bacterias acido lacticas al resistir temperaturas hastalos 200°C en procesos como
el secado por aspersion, les otorga la capacidad de sobrevivir a la temperatura corporal, preservarse
en fase de latencia a temperatura ambiente y sobrevivir a procesos tecnoldgicos en la elaboracion de
alimentos balanceados. Las anteriores afirmaciones, coinciden con los resultados obtenidos para las
BAL en estudio, haciendo posible su aplicaciéon en escenarios entorno a la alimentaciéon animal,
favoreciendo las propuestas de producciones mdas limpias y con productos que garanticen la
inocuidad y seguridad alimentaria, asi como también en las diferentes aplicaciones en matrices

alimentarias de origen animal, y algunos casos de origen vegetal.

=  (Cinéticas de fermentacion

Las investigaciones de medios y condiciones de cultivo que permitan la obtenciéon de altas
concentraciones de microorganismos (>107 UFC/g), ha sido el objetivo fundamental cuando se
trabaja con bacterias acido lacticas, no s6lo como microorganismos iniciadores, sino también como
aditivos probiéticos para aumentar el valor nutritivo de sus productos. De esta forma, la biomasa de
estos microorganismos ha adquirido un mayor valor y una mayor demanda. (Lydersen et al., 1995;
Vargas et al,, 2004). Para la presente investigacion uno de los medios propuestos fue el medio de
cultivo MRS (DeMan, Rogosa & Sharpe, 1960), el cual se considera un medio de cultivo especifico para
el crecimiento de lactobacilos, ya que contiene macro y microelementos especificos tales como
extracto enzimaticamente digerido de carne y concentraciones especificas de sales como el citrato de
amonio. Sin embargo, para la produccidn de los lactobacilos, el medio MRS no resulta rentable, por
lo que surge la necesidad de buscar otras fuentes econémicas de materia prima para la produccién
de los mismos. Para la formulacién de un medio de cultivo de tipo industrial, es necesario que éste
cumpla con todos los requerimientos nutricionales necesarios para el buen crecimiento del
microorganismo, los cuales estén biodisponibles en materia prima obtenida como subproducto de
algtin otro proceso o en su defecto, sea abundante en el mercado y de bajo costo de produccién. Los
requerimientos nutricionales son caracteristicos de cada especie; en general, para los lactobacilos es
deseable que el nitrégeno sea organico en forma de aminoacidos o péptidos dentro de los cuales el
4cido glutamico, isoleucina y valina son considerados factores de crecimiento y deben estar presentes
en el alimento o medio de cultivo (Crueger & Crueger, 1989; Karoviéova & Kohajdova, 2003). Es por
esta razén que la leche y el suero de leche bovina son considerados como fuentes de nutrientes para

el crecimiento de bacterias del género Lactobacillus, ya que contienen fuentes de nitrégeno en forma
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organica, complejos vitaminicos como el complejo B, pH adecuado, y una forma coloidal que hace
disponible todo tipo de nutrientes (Escobar et al, 2010). Segin Ben et al. (2008), los
microorganismos probioéticos pueden utilizar oligosacaridos como estaquiosa y rafinosa durante la
fermentacion. La leche de soya es una buena fuente de hidratos de carbono, principalmente sacarosa,
rafinosa y estaquiosa, asi como proteinas y magnesio. Durante la fermentacién, mas del 60% del
contenido inicial de estaquiosa, rafinosa y sacarosa en la leche de soya se metaboliza por las bacterias.
Los ingredientes antes mencionados hacen parte del medio PRO, sumado a este hecho, un ingrediente
que se incorporé fue la inulina, que de acuerdo a Roberfroid (2005) la propiedad de la inulina mas
extensivamente estudiada es su comportamiento como prebidtico, definido por su capacidad
selectiva de estimular el crecimiento de un grupo de bacterias en el colon (bifidobacterias y
lactobacilos), con la consecuente disminucién de otras especies que pueden ser perjudiciales
(ejemplo: E. coli y bacterias de la especie Clostridium spp.). Por otra parte, Allaire et al. (2018) afirman
que el consumo de fibra soluble como la pectina e inulina, y de fibra insoluble como hemicelulosa,
puede incrementar la abundancia de bacterias productoras de acidos grasos de cadena corta (AGCC).
Este tipo de fibra soluble favorece el incremento del butirato, que corresponde a la principal fuente
de energia de los colonocitos y las bacterias comensales participan en su produccion. Este &cido graso
participa en la regulaciéon de mecanismos pro y antiinflamatorios. Bajo esta premisa, se ha
comprobado que induce la apoptosis de células malignas y por tanto reduce el riesgo de cancer

colorrectal (Wu et al,, 2018).

Con la cinética efectuada se permitié encontrar el tiempo requerido para obtener el maximo
crecimiento microbiano. Se observé en la tendencia cinética del crecimiento bacteriano, las
variaciones resultantes del pH y el cambio de concentracidn de sustrato a lo largo del tiempo. Se
identificO que existe una relaciéon directa entre la acidificacién del medio con respecto a la
disminucién de concentracion de sustrato. Tras 24 horas de iniciado el experimento, el suministro
de la fuente de carbono se vio agotado. En dicho momento, la tendencia de crecimiento bacteriano
demostré un comportamiento tipico de la parte inicial de la fase estacionaria. No obstante, el
comportamiento cinético en la grafica demostrd, asimismo, una entrada caracteristica descendente

en la fase de muerte en poco tiempo después de la fase exponencial.
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= Crecimiento microbiano

La influencia de los medios propuestos en los diferentes parametros evaluados fue variable,
encontrandose que para L. plantarum en las mediciones de crecimiento bacteriano, consumo de
azucares, produccion de proteina y pH, se evidenciaron mejores resultados en el medio PRO que en
el medio MRS, por su parte L. gasseri, en la produccion de acido lactico, obtuvo un mejor resultado
con el medio PRO. No obstante, es importante sefialar que todos los parametros evaluados
correspondieron adecuadamente en los dos medios, generando una biomasa adecuada con valores
superiores a 3,0x102 UFC/mL, propios de su comportamiento bacteriano. Lo anterior coincide con lo
encontrado por Jurado-Gamez (2010), donde una cepa aislada de L. plantarum H1 obtuvo un mejor
desemperfio en el medio PRO, con crecimientos de 28,73 Ln UFC/mL a las 12 horas de la cinética de
fermentacion. Al respecto Rodriguez-Gonzalez (2009) observo al evaluar el comportamiento cinético
en medio MRS y en leche, en dos cepas aisladas de L. plantarum F35 y F47, unos crecimientos de
3,0x10°UFC/mL y 9,5x108 UFC/mL a las 15 h, y de 3,0x109 UFC/mL y 5,0x109 UFC/mL a las 24 h,
respectivamente. Feng-Hang et al. (2020), encontraron crecimientos a las 12 h de L. plantarum
CCFM8661 en leche suplementada con extracto de malta de 9,02 Log UFC/g y un crecimiento en leche
suplementada con extracto de avena de 9,15 Log UFC/g. Con respecto a L. gasseri, en estudios
realizados por Jurado-Gamez et al. (2016), encontraron que al someter a L. gasseri ATCC® 19992 en
medio MRS y en medio PRO, un mejor crecimiento y en menor tiempo de la cepa en el medio PRO con
valores de 29,34 Ln UFC/mL a las 16 h, mientras que en el medio MRS la fase exponencial se alcanzé
las 20 h con crecimientos de 28,32 Ln UFC/mL. En otra investigacion realizada por Arakawa et al.
(2015) mencionan que L. gasseri es dificil de cultivar en la leche, lo que limita su uso en la industria
alimentaria. Sin embargo, los mismos afirman que la suplementacién con extracto de levadura o
peptona proteica, que incluye péptidos, o prebidticos que aporten fibra soluble, permite que L. gasseri
se desarrolle de manera 6ptima en la leche. Los mismos autores, reportaron ademds en su
investigacion que L. gasseri tuvo un mejor desempefio en el caldo MRS y en el medio que consisti6 en
una matriz de leche desnatada reconstituida (LDR) con pepsina, con crecimientos de 9,3 Log UFC/mL
y 8,48 Log UFC/mL alas 12 h, respectivamente. En este sentido, los anteriores resultados concuerdan
con lo encontrado en la presente investigacion, donde fue mas significativa la respuesta de la cepa
lactica en medio PRO en la evaluacion de produccion de acido lactico. Arakawa et al. (2008)
manifiestan al respecto que estas especies se encuentran con frecuencia en el TGl y heces de humanos
y animales. Esta coincidencia puede ser una evidencia in vitro de que los lactobacilos predominantes

en mencidon tomarian péptidos liberados de la leche ingerida por la digestion péptica en el TGI; en
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otras palabras, la leche seria una fuente de nitrégeno prebidtica que suministraria péptidos
nutritivos a los lactobacilos entéricos, sobre todo en los bebés alimentados con leche materna.
Autores como Kafley et al. (2010) y Robitaille y Champagne (2014), encontraron que otras cepas
como L. delbrueckii ssp. lactis 306701, L. casei JCM 11302 y L-49, y L. plantarum ssp. plantarum IFO
3070, también se beneficiaron de la proteoélisis; mencionan ademds que anteriormente, algunos
grupos de investigacion informaron que la suplementacién de medios con caseina pepsinolitica y

proteina de suero mejoro el crecimiento de las cepas de L. acidophilus, L. rhamnosus y L. plantarum.

=  Produccion de biomasa

Con la curva de crecimiento también se logré determinar el tiempo de duplicacién para las cepas
lacticas, con valores para L. gasseri de 48,91 y 53,31 minutos en el medio MRS y PRO, respectivamente
y para L. plantarum valores de 50,64 y 37,12 minutos en el medio MRS y PRO, respectivamente, lo
cual indica que es el tiempo necesario para que la poblacién doble su tamafio, en contraste con lo
reportado por otros autores, el tiempo de duplicaciéon de los microorganismos en esta investigacion
es mas que Optima al obtener el doble de su tamafio en un menor tiempo. Giraud et al. (1994)
encontraron para una cepa de L. plantarum un tiempo de duplicaciéon de 1,1 h en un medio con
almidoén, mientras que Agudelo et al. (2010) obtuvieron con L. plantarum un tiempo de duplicacién
de 1,28 horas. Por su parte, Romero-Benavides et al. (2016) encontraron que L. gasseri evaluada en
caldo MRS y Medio PRO, obtuvo un tiempo de duplicacién de 64,38 y 48,41 minutos respectivamente.
En adicion a lo anterior, con los resultados obtenidos se determiné ademas la velocidad especifica de
crecimiento ([Umaex h'1) en las BAL en la fase exponencial con valores para L. gasseri de 0,850 y 0,780
Wmax (h'1) en el medio MRS y PRO, y con valores para L. plantarum de 0,821y 1,12 pnax (h'1) en el medio
MRSy PRO, segtin con lo observado por Shulter y Kargi (2000) y Mignone et al. (1994) donde sefialan
que el rango ideal establecido para las bacterias es de 0,6-1,4 pmax (h1), las BAL en estudio se
encuentran dentro del rango. En este sentido, Agudelo et al. (2010) en sus ensayos con L. plantarum
A6 encontraron valores de velocidad especifica de 0,53 pmax (h'1); de igual manera Jurado-Gamez et
al. (2013) encontraron una velocidad especifica en L. plantarum 1H1 en el medio M4 a base de leche
y en medio MRS, con valores de 0,9753 y 0,9803 wmax (h'!) respectivamente. Por otra parte, Avonts et
al. (2004) evidenciaron al evaluar el crecimiento de L. gasseri K7 en medio MRS y un medio a base de
leche suplementado con levadura al 1,0%, una velocidad especifica de 0,360y 1,30 pmax (h1). Por su
parte Jurado-Gamez (2016) encontraron para L. gasseri en medio MRS y medio PRO una velocidad
especificade 0,5943 y 0,7348 pmax (h'1). Orozcoy Solarte (2003) aseguran que esta velocidad depende
de la concentracién de nutrientes, asi a altas concentraciones la velocidad especifica alcanza valores
méaximos fijados por la cinética intrinseca de las reacciones intracelulares, las cuales estan

relacionadas en la trascripcién y traduccién del ADN. Las BAL en estudio son microorganismos que
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bajo 6ptimas condiciones de crecimiento pueden llegar a tener una velocidad maxima especifica de
crecimiento mayor a 0,5 pmax (h'!) dependiendo de variables como la temperatura, pH, y de la
concentracion del sustrato y del producto. Castafieda (2019) indica al respecto, que el efecto de la
temperatura sobre la velocidad especifica de crecimiento es complejo ya que depende
exclusivamente del metabolismo microbiano y, por ende, varia de microorganismo a
microorganismo. A medida que se incrementa la temperatura, pmax Se incrementa ya que la velocidad
global de las reacciones que componen el metabolismo aumenta. Ademas, con el incremento de la
temperatura aumenta la fluidez de la membrana plasmatica y con ella la difusién y transporte de
nutrientes. Sin embargo, a partir de una determinada temperatura, las enzimas que catalizan las
reacciones claves del metabolismo se inactivan con lo cual pme decae abruptamente. Junto con las
enzimas, otras proteinas como los transportadores de membrana también pueden verse alteradas
por la temperatura y con ello se afecta la asimilacién de nutrientes. A temperaturas muy elevadas, la
muerte celular ocurre por disrupcién de la membrana plasmatica. El pH del medio donde crecen los
microorganismos tiene gran influencia en la pnq. Como en el caso de la temperatura, el pH influye en
la estabilidad de las proteinas que constituyen al microrganismo, y por ende habra un pH al cual la
velocidad de crecimiento es 6ptima y pH a los cuales el microorganismo no puede crecer y
reproducirse. En general, los microorganismos pueden crecer en una variada gama de pH que van
desde pH 2,0 hasta pH 11,0. Son excepcionales los microorganismos que pueden crecer por debajo o
encima de este rango. Ademas, los microorganismos que toleran pH acidos no toleran pH alcalinos y
viceversa. En forma general, siempre hay un rango de pH 6ptimo para el crecimiento en el cual pmax
es 6ptima (5,0-7,0) y es el que representa menor gasto energético para mantener el pH intracelular.
Dicho pH se mantiene gracias a los sistemas buffer internos y abombas de protones que intercambian
protones con el medio a expensas de ATP. Si el gasto energético para mantener el pH es muy elevado,
el crecimiento disminuye o incluso el microorganismo puede morir. Finalmente, la misma autora,
sefiala que la calidad del medio de cultivo del cual los microorganismos extraen los nutrientes para
crecer tiene influencia en la velocidad especifica a la que crecen, los microorganismos toman los
nutrientes disponibles en el medio de cultivo para obtener energia y poder reductor a partir de las
reacciones de catabolismo y emplear dichos productos en la generaciéon de un nuevo individuo
mediante la sintesis de sus macromoléculas constitutivas por medio de las reacciones de anabolismo.
Cuanto mas sencillo sea el camino de aprovechamiento de nutrientes, mayor sera la energia
disponible para las reacciones de anabolismo o, dicho de otro modo, mas rapido podra reproducirse.
Las variables anteriores inciden directamente en la determinacién del nimero de generaciones por
hora y cosecha maxima expresada en Ln UFC/mL asociada a la produccién de biomasa. Para esta

determinacién Sinsajoa y Rodriguez (2019) encontraron valores para L. plantarum de 16
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generaciones/horas y un valor de cosecha maxima o biomasa de 30,3 Ln UFC/150 pL en medio MRS.

Para L. gasseri no se encontraron reportes donde se observe el calculo de nimero de generaciones.

= Consumo de aziicares

En relacion con el consumo de azicares en el presente ensayo se observo que permanecié constante
aligual que el pH, sin embargo, una vez iniciado el crecimiento, se evidencié un agotamiento sucesivo
de la fuente de carbono durante el transcurso de la fermentacién, asi pues, la concentraciéon de
azucares totales disminuy6 de forma proporcional. Al respecto, Agudelo et al. (2010) encontraron
para L. plantarum A6 una concentracién de azucares totales de 10,2 g/L a las 12 horas. Bafiuelos et
al. (2008) encontraron una concentracion de azucares en L. gasseri CECT5714 alas 10 h de 3,6 g/L.
segln lo estudiado por Cabeza (2006) y Schlegel & Zaborosch (1997) las bacterias acido lacticas son
microorganismos auxétrofos, es decir, requieren una serie de componentes (aminoacidos, péptidos,
purinas, pirimidinas y vitaminas tales como la vitamina B, acido pantoténico, biotina y acido félico)
que no pueden ser sintetizados por ellos mismos, debido a lo cual deben encontrarse en el medio de
crecimiento. El elevado requerimiento nutritivo (mayor al de los seres humanos) y la cantidad de
energia que pueden obtener por fermentacion, condicionan los habitats naturales que son propicios
para el desarrollo de estas bacterias, siendo los mismos: la leche y los productos derivados de la
misma, el intestino y las mucosas de humanos y animales, asi como también plantas intactas y en
descomposicion. Son microorganismos que son capaces de fermentar monosacaridos o polisacaridos
para transformarlos en acidos como lactico, citrico, propidnico, exopolisacaridos, bacteriocinas,
peroxido de hidrogeno, endulzantes no caléricos, vitaminas, bebidas lacteas, ensilados, formacién de
sabores y aromas deseables, maduracién de quesos, entre otros (Parra-Huertas. 2010). Ademas,
Tamine et al. (2005) sefialan que algunos Lactobacillus permiten el empleo de una gran cantidad de
fuentes de carbono, propiedad que resulta de un buen nimero de genes involucrados en el transporte
y utilizacién del azicar, y un versatil metabolismo del piruvato, el cual tiene el potencial de producir

D y L-lactato, formato, acetato, etanol, acetoina, y 2,3-Butanodiol.

=  Produccion de proteinas

En el caso de la produccion de proteina registrada por las BAL utilizadas en esta investigacidn, se
observé una tendencia decreciente definida, a la par de lo encontrado en el consumo de azucares.
Esta caracteristica puede explicarse por la accién simultanea de la actividad proteolitica de las BALy
el consumo de proteinas. Fue posible identificar el comportamiento de L. gasseri y L. plantarum en

los dos medios propuestos, donde aproximadamente a las 11:50 primeras horas de iniciada la
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cinética se observé una tendencia decreciente para L. gasseri en los dos medios, y a las 14:50 horas
en L. plantarum, actividad que podria corresponder al consumo de proteinas de las BAL. Mesias y
Orbes (2016) encontraron para L. plantarum valores de proteina en los medios MRSy PROde 1,61y
1,47 mg/L alas 16 h. Romero y Morillo (2016) encontraron para L. gasseri valores de proteina en los
medios MRS y PRO fue de 0,66 mg/L alas 20 h y 3,12 mg/L a las 16 h. Consecuentemente con lo
anterior, Chafla et al. (2015) aseguran que el aumento o descenso de la concentracion de proteina en
un medio esta estrechamente relacionado con el desarrollo de microorganismos como las bacterias
y enzimas. En este orden de ideas, Savijoki et al. (2006) manifiestan que el sistema por el cual las BAL
degradan las proteinas implica una proteinasa que se encuentra asociada a la pared celular, la misma
genera oligopéptidos como producto de la degradacion que luego son internalizados mediante
sistemas de transportes de oligopéptidos y permeasas, y una vez en el interior celular son degradados
por peptidasas intracelulares, dando como resultado aminoacidos y péptidos pequenos. De esta
forma, si bien las BAL no poseen la capacidad de sintetizar ciertos aminoacidos, cuya naturaleza y
numero varia seguin la cepa considerada, logran obtenerlos por medio de su actividad proteolitica a
partir de las proteinas del medio en que se desarrollan. Al respecto, Sainz-Pardo (2013) sefiala que
el sistema proteolitico de las BAL juega un papel esencial en la supervivencia y desarrollo de estos
microorganismos en medios ricos en proteinas. Las BAL son microorganismos muy restrictivos en
cuanto a sus requerimientos nutricionales y se caracterizan por precisar una fuente exdgena de
aminodacidos, ya que son auxétrofas para casi todos los 20 aminoacidos esenciales. Dado que en la
leche las concentraciones de péptidos y aminoacidos libres son pequefias y, por tanto, insuficientes
para su desarrollo, las BAL dependen fundamentalmente de su sistema proteolitico para proliferar
en este medio (Smit et al., 2005). Por otra parte, el sistema proteolitico de las BAL posee una gran
importancia desde el punto de vista tecnoldgico dado que contribuye de manera crucial al desarrollo
de la textura, aromas y sabores de los productos lacteos fermentados, ademas de estar implicado en
la liberacién de péptidos bioactivos derivados de las caseinas y otras proteinas lacteas (Christensen

etal, 1999; Doeven et al., 2005).

* Determinacion de pHy acido lactico

Ahora bien, en las determinaciones de pH y acido lactico, fue posible observar que existe una relacién
inversa entre pH y acidez, asi pues, a medida que asciende el porcentaje de acidez en el medio,
atribuido predominantemente por el acido lactico, el porcentaje de pH desciende, este efecto se
encontro en las BAL en los dos medios trabajados. Dentro de este contexto, El-Sayed et al. (2021)

determinaron los porcentajes de acidez (acido lactico) y valores de pH en un medio de cultivo a base
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de yogurt suplementado con nanoparticulas de 6xido de zinc (NPs-ZnO) y cepas lacticas como L.
gasseri B-14168, L. plantarum B4496, encontrando un porcentaje de acidez de 1,4 % y un valor de
pH de 4,3 ala cuarta semana de almacenamiento. Los mismos autores sefialan que la relacién inversa
entre el pH y acidez, se debe, a las bacterias productoras de acido lactico presentes en el yogur.
Aunado a lo anterior, Sanchez (2005) menciona que el papel principal de las bacterias lacticas es
provocar un aumento de la acidez como consecuencia de la producciéon de acidos. De esta manera, la
consecuente disminucion del pH tiene un efecto inhibidor sobre el crecimiento de microorganismos
patégenos o alterantes en el producto, ya que muy pocas bacterias son capaces de crecer en los
niveles de pH alcanzados por la accion de las BAL. Ademas, algunas bacterias lacticas son capaces de
producir bacteriocinas. Por otra parte, tomando en cuenta lo reportado por Prescott et al. (2002), el
pH y porcentaje de acidez encontrado durante la fase de crecimiento exponencial indica que las cepas
exhiben caracteristicas adecuadas para resistir ambientes con niveles acidos de pH y alcalinos; esta
capacidad es importante para un probiético, dado que le permitird sobrevivir con crecimientos
adecuados, de este modo, una cepa que no puede adecuarse a los diferentes ambientes del tracto

digestivo, dificilmente podra llegar a considerarse como un probi6tico.

En referencia al contenido de acido lactico (AL), la investigacion revel6 unos aceptables valores de
AL en los microrganismos estudiados, resultado posiblemente asociado al tipo de fermentacién de
azucares que exhiben las mismas, segiin lo encontrado en la literatura L. gasseri y L. plantarum se
clasifican como bacterias homo fermentativas, aunque estudios realizados por Plumed-Ferrer et al.
(2008) sugieren que L. plantarum demuestra que la fermentacién de azicares es principalmente
homolactica con alguna actividad hetero-lactica (acetato). En este aspecto, Sharma et al. (2021)
hallaron valores de 4cido lactico para L. plantarum CRA52 de 16,62, 3,04y 2,18 g/L en medio MRS. A
continuacion, Gutiérrez et al. (2020) en su estudio observaron valores de AL para L. plantarum BAL-
03-ITTG de 17.56 y 22.80 g/L a las 8 h. A propésito, Giindiiz (2005) menciona que el AL es un acido
organico natural de importancia industrial en las aplicaciones farmacéuticas como electrolito y
fuente de minerales; en la industria cosmética como pH buffer, antimicrobiano; como neutralizante,
solvente y agente limpiador en la industria quimica y en la industria alimentaria como acidulante,
preservante y antimicrobiano. Asi mismo, el AL se denomina acido 2-hidroxipropanoico y esta
formado por los grupos funcionales alcohol y carboxilo, conformando un carbono asimétrico que le
confiere su actividad éptica. Existen dos isémeros 6pticos, el D (-) lactico y el L (+) lactico y una forma
racémica constituida por fracciones equimolares de las formas L (+) y D (-) (Gopal et al,, 2008;

Vijayakumar et al., 2008). El isobmero D (-) es perjudicial al metabolismo humano y puede generar
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acidosis y descalcificacion (Panesar et al., 2007). El 4cido L (+) lactico es clasificado por la FDA como
una sustancia GRAS, generalmente reconocido como seguro para uso como aditivo alimenticio
(Vijayakumar et al. 2008; Rojan et al. 2009). Cuando se utilizan bacterias, se busca que éstas sean
preferiblemente termofilas, que fermenten rapida y completamente los sustratos, con adicion
minima de nutrientes nitrogenados, que crezcan en valores bajos de pH, que presenten poca
produccién de biomasa y una despreciable cantidad de subproductos. Los géneros Lactobacillus,
Streptococcus, Enterococcus son los mas estudiados en la produccion. Hechos que coinciden con lo
observado en la presente investigacidon, donde las BAL, alcanzaron su fase exponencial en los dos
medios antes de las 15 h, evidenciando un aprovechamiento 6ptimo de las fuentes de carbono y
demads complementos aportados por los medios de cultivo propuestos. Ademas, segin Garcia et al.
(2017), son microorganismos de rapido crecimiento con pequefios genomas, metabolismo simple y
relevancia industrial. La mayoria de los Lactobacillus producen inicamente una forma isomérica de
AL; las formas isoméricas de lactato deshidrogenasa presente en Lactobacillus determinan el isémero
de AL producido, ya que la deshidrogenasa lactica es esteroespecifica. Sin embargo, mencionan los
mismos autores que, algunos Lactobacillus producen formas racémicas donde el isémero
predominante depende de los cambios en la aireacion, la cantidad de NacCl, el tipo de fermentacidn,
el incremento de pH y la concentracion de sustrato. Las especies del género Lactobacillus producen
ademas de las formas isoméricas L (+) y D (-), una mezcla racémica de ambos isémeros. Las
homofermentativas usualmente metabolizan la glucosa por la via Embden Meyerhof, dando como
resultado dos moléculas de acido lactico de cada molécula de glucosa con un rendimiento mayor a
0,9 gg-1. Solamente las bacterias acido lacticas homofermentativas estan disponibles para la
produccién comercial de acido lactico (Hofvendahl & Hagerdal, 2000). Respecto a la composicién del
medio, es posible que haya tenido incidencia importante en los valores de acido lactico de las BAL, en
el sentido, de ingredientes que pueden aportar el desarrollo de las mismas. Cabe resaltar entonces al
lactosuero como uno de los principales subproductos de la industria lactea, contiene
aproximadamente 4,85% p/v de lactosa, 0,8% p/v de proteina, 0,5% de grasa, 0,6% de minerales y
vitaminas, y 0,05% de acido lactico (Altiok, 2004). Los dos tipos comunes de suero son el dulce y el

acido (Panesar et al. 2007) exitosamente usados en la produccién de AL (Plessas et al. 2008).
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= Identificacion de péptidos y aminoacidos

Finalmente, abordando los péptidos y aminoacidos de las BAL en estudio, se encontraron perfiles que
coinciden con lo reportado por Belal et al. (2020) donde identificaron cadenas de péptidos de L.
plantarum TE10 compuestas por los siguientes aminoacidos valina, tirosina, prolina, leucina, cisteina,
arginina, 4cido aspartico, serina, treonina con el fin de inhibir el crecimiento de Aspergillus flavus en
maiz. Por su parte, Hussein y Belal (2021) encontraron al evaluar la accién inhibitoria de L. plantarum
[S10 desarrollada en leche de camello cadenas de péptidos con los siguientes aminoacidos valina,
treonina, glutamina, tirosina, prolina, leucina, cisteina, arginina, triptéfano, glutamina, asparagina,
con el fin de inhibir el crecimiento de patdgenos en la leche. Continuando con L. gasseri, Tahara et al.
(1997) aislaron y caracterizaron parcialmente un tipo de bacteriocina producida por L. gasseri JMC
2124, y encontraron cadenas de péptidos con los siguientes aminoacidos, lisina, metionina, serina,
prolina, leucina, valina, tirosina. Asf pues, autores como Gonzales-Olivares et al. (2011) manifiestan
que la capacidad proteolitica de las BAL juega un papel muy importante durante la fermentacion de
la leche, principalmente en el fraccionamiento de proteinas a péptidos y aminoacidos libres; algunos
de estos péptidos presentan actividad bioldgica por lo que son considerados péptidos bioactivos. A
partir de leches fermentadas se han aislado numerosos péptidos con diversas actividades bioldgicas.
Se han descrito fracciones péptidicas con actividad inmunomodulante (LeBlanc et al, 2002),
anticancerigena (LeBlanc et al., 2005), hipocolesterolémica (Kawase et al., 2000), antimicrobiana
(Hernandez et al., 2005), acarreadora de minerales (Lorenzen & Meisel, 2005), reguladora de
actividad intestinal y del sistema nervioso (Rokka et al., 1997) y antioxidante (Hernandez-Ledezma
etal, 2005). Los péptidos bioactivos mas estudiados hasta el momento son aquellos implicados en el
control de la presion arterial (Fitzgerald & Murray, 2006). Consecuentemente, de acuerdo a la
informacién anterior, la importancia de los perfiles de péptidos y aminoacidos se asocia
estrechamente a la actividad inhibitoria y antimicrobiana de las BAL. En este sentido, ademas de
ejercer una importante funcion tecnoldgica en los alimentos procesados las BAL poseen la capacidad
de inhibir el desarrollo de un gran nimero de microorganismos patdgenos y/o alterantes
potencialmente presentes en los alimentos. Entre los principales mecanismos de antagonismo
microbiano de las BAL se incluyen la competencia por los nutrientes del sustrato y la formaciéon de
4cidos organicos (4cido lactico y acido acético, principalmente) con el consiguiente descenso del pH.
No obstante, las BAL también producen otras sustancias antimicrobianas como etanol, diéxido de

carbono, diacetilo, acetaldehido, peréxido de hidrogeno y otros metabolitos del oxigeno, isémeros D
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de los aminodacidos, reuterina, compuestos no proteicos de pequefio tamafio molecular y, por dltimo,
péptidos antimicrobianos de sintesis ribosomal denominados bacteriocinas. Estas tltimas son las
mas interesantes tecnolégicamente, tanto por su posible empleo como conservadores naturales en
la industria alimentaria como por sus aplicaciones como antimicrobianos en medicina humana y
veterinaria y en la produccién animal (Galvez et al., 2008; Khan et al., 2010; Borrero et al., 2011). Las
bacteriocinas son péptidos antimicrobianos de sintesis ribosomal que se liberan al medio exocelular
con o sin modificaciones postraduccionales y que muestran una gran heterogeneidad en relaciéon con
las bacterias que las producen y sus propiedades bioquimicas y genéticas, espectro antimicrobiano y
modo de accidn (Skaugen etal., 2003; Franz et al., 2011). Una vez ejercen su actividad antimicrobiana
en los alimentos, las bacteriocinas son inactivadas por las enzimas proteoliticas del TGI de los
consumidores y no parecen ser toxicas ni inmunoégenas (Klaenhammer, 1993; Jack et al., 1995). Asi
pues, dado que las BAL bacteriocinogénicas poseen el potencial de inhibir o eliminar el desarrollo de
microorganismos alterantes y patégenos de los alimentos, el empleo de estas bacterias y/o sus
metabolitos como bioconservantes alimentarios, formando parte de un sistema de barreras
multiples, constituye una alternativa aceptable por los consumidores, las agencias sanitarias y las
empresas alimentarias, lo que permitiria obtener productos mas naturales y saludables y con menos

aditivos quimicos (Devlieghere et al., 2004; Deegan et al., 2006).

2.6 Conclusion

Los resultados reportados en las cinéticas de fermentacion para L. gasseri y L. plantarum en los
medios MRS y en medio PRO, demostraron una 6ptima respuesta, no solo al permitir que los
microorganismos alcancen su fase exponencial un par de horas antes de lo reportado en diferentes
investigaciones, si no, porque en el caso de L. plantarum el medio PRO, respondié mejor a todas las
variables evaluadas con respecto al medio MRS. Por su parte L. gasseri, con respecto al medio PRO
obtuvo un mejor resultado para la variable de acido lactico. Respecto al medio de cultivo, es posible
concluir que el medio PRO, es aceptable para el crecimiento de las BAL. Sin embargo, para obtener
mejores resultados es conveniente tener en cuenta el manejo que se le da a las mismas en términos
de replicacidn, renovacion de sustrato, temperatura de incubacidn, entre otras. Las BAL en estudio,
tuvieron un proceso de fermentacién adecuado, presentaron un crecimiento elevado, soportando pH

4cidos, ademas de una excelente produccién de &cido lactico. Por lo cual se concluye que de forma in
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vitro, las BAL estudiadas pueden soportar las condiciones fisiologicas simuladas de su paso por el

tracto digestivo y sus barreras enzimaticas.

Adicionalmente, el medio PRO presenta ventajas a nivel de costos por la facilidad para obtener las
materias primas para su produccién. Por lo cual se concluye que es una buena alternativa para la
produccién de indculo. Finalmente, se observd que la literatura en torno al L. gasseri es limitada,
respecto a L. plantarum, en algunos ensayos realizados en el presente estudio, de manera que esta
tesis se constituye como un importante reporte de asociaciéon de este microorganismo a procesos

biotecnoldgicos e industriales.

2.7 Referencias

Allaire, JM., Crowley, SM., Law, HT., et al. (2018). The intestinal epithelium: central coordination of
mucosal immunity. Trends Immunol. 39:677---96,
http://dx.doi.org/10.1016/j.it.2018.04.002.

Abalco, AT. (2020). Caracterizacidn fitoquimica del aceite esencial de Orégano (O. vulgare L.) por
cromatografia de gases procedentes de dos porvincias del Ecuador. In. Quito: Universidad

Central del Ecuador - Facultad de Ciencias Quimicas.

Acevedo, D., Rodriguez, A., & Fernandez, A. (2010). Efecto de las variables de proceso sobre la cinética
de acidificacion, la viabilidad y la sinéresis del suero costefio Colombiano. Informacion
Tecnologica, 21(2), 29-36. https://doi.org/10.1612 /inf.tecnol.4159it.09

Altiok, D. (2004). Kinetic Modelling of Lactic Acid Production from Whey. Master of Science, Izmir
Institute of Technology, Food Engineering, Izmir, Turkey.

Amorocho, CC. (2011). Caracterizacion y potencial probiético de bacterias lacticas aisladas de leche
de oveja Guirra. Espana: Universitat Politecnica de Valencia.

Arakawa, K., Y. Kawai, K. Fujitani, ]. Nishimura, H. Kitazawa, K. Komine, K. Kai, and T. Saito. (2008).
Bacteriocin production of probiotic Lactobacillus gasseri LA39 isolated from human feces in
milk-based media. Anim. Sci. J. 79:634-640.

Avonts, L., Uytven, EV y Vuyst, LD (2004). Crecimiento celular y produccién de bacteriocina de cepas
probidticas de Lactobacillus en diferentes medios. International Dairy Journal, 14 (11), 947-
955. doi: 10.1016 / j.idairyj.2004.04.003

Bafiuelos, 0., Fernandez, L., Corral, ]. M., Valdivieso-Ugarte, M., Adrio, ]. L., & Velasco, ]. (2008).
Metabolism of prebiotic products containing beta(2-1) fructan mixtures by two
Lactobacillus strains. Anaerobe, 14(3), 184-1809.
https://doi.org/10.1016/j.anaerobe.2008.02.002

Belal, JM,, Hussein, LA, Hana, K., Nameer, KM., Nazamid, S., Zaiton, H., Anis, MH. (2020). Antifungal
activity determination for the peptides generated by Lactobacillus plantarum TE10 against
Aspergillus flavus in maize sedes. Food Control, Volume 109,106898, ISSN 0956-7135,



http://dx.doi.org/10.1016/j.it.2018.04.002
https://doi.org/10.1612/inf.tecnol.4159it.09
https://doi.org/10.1016/j.anaerobe.2008.02.002

iError! No se encuentra el origen de la referencia. 73

https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2019.106898.
(https://www.sciencedirect.com/science/article /pii/S0956713519304876)

Ben, W., Champagne, C.P., Makhloufs, ., Bazineta, L. (2008). Utilization of tofu whey pre-treated by
electromembrane process as a growth medium for Lactobacillus plantarum LB17.
Desalination 2008; 229: 192-203.

Borrero, |, Jiménez, J. J., Gatiez, L., Herranz, C., Cintas, L. M., and Hernandez, P. E. (2011). Protein
expression vector and secretion signal peptide optimization to drive the production,
secretion, and functional expression of the bacteriocin enterocin A in lactic acid bacteria. ].
Biotechnol. 156:76-86

Bertrand, C., et al. (2003). Evolution of (3-lactoglobulin and a-lactoalbumin content during yogurt
fermentation.

Cabeza Herrera, EA. (2006). Bacterias acido-lacticas (BAL): aplicaciones como cultivos estarter para
la industria lactea y carnica. 10.13140/2.1.2241.2169.

Cai, Y., Benno, Y., Nakase, T., Oh, T. (1998). Specific probiotic characterization of Weissellahellenica
DS-12 isolated from flounder intestine. ] Gen Appl Microbiol. 44(5): 311-316.

Cai, Y., Suyanandana, P., Saman, P., Benno, Y. (1999). Classification and characterization of lactic acid
bacteria isolated from the intestines of common carp and freshwater prawns. ] Gen Appl
Microbiol. 1999. 45(4): 177-184. https://doi.org/10.2323 /jgam.45.177

Calpa Yama FY & Chaspuengal Tulcan, AM. (2013). Evaluacién in vitro de Lactobacillus casei con
caracteristicas probidticas sobre Yersinia pseudotuberculosis. Trabajo de grado
Zootecnista. San Juan de Pasto: Universidad de Narifio. Facultad de Ciencias Pecuarias.107
p.

Castanieda, MT. (2019). Estequiometria y cinética del crecimiento microbiano. Catedra de
biotecnologia. UNIVERSIDAD TECNOLOGICA NACIONAL- FACULTAD REGIONAL LA PLATA.
http://sedici.unlp.edu.ar/bitstream/handle/10915/89651/Apunte de c%C3%A1tedra.pd
f-PDFA.pdf?isAllowed=y&sequence=1

Chafla, A. L., Espin, J. M,, Jara, M., & Penafiel, S. E. (2015). Caracterizaciéon de proteina microbiana
obtenida a partir de residuos agroindustriales. Revista Amazoénica Ciencia y Tecnologia, vol.
4,no 2, p. 143.

Christensen, J. E. Dudley, E. G., Pederson, ]. A., Steele, ]. L. (1999). Peptidases and amino acid
catabolism in lactic acid bacteria. Antonie Van Leeuwenhoek 76:217-246.

Crueger, W.y Crueger, A. (1989). Industrial microbiology manual. Espafia: Acribia

Crueger, W., & Crueger, A. (1993). Biotecnologia: Manual de Microbiologia Industrial. Traducido por
Paloma Liras Padin. 3 ed. Madrid. Espafia: Ed. Acribia, p.118.

Dahl, TA.,, Midden, WR,, Hartman, PE. (1989). Comparison of Killing of Gram-negative and Gram-
positive Bacteria by Pure Singlet Oxygen. ] Bacteriol. 171(4): 2188-2194

Deegan, LH., Cotter, PD,, Hill, C., Ross, P. (2006). Bacteriocins: biological tools for biopreservation
and shelf-life extension. Int. Dairy J. 16:1058-1071.

DeMan, |., Rogosa, M. y Scharpe, M.E. (1972). A medium for the cultivation of lactobacilli. Journal of
Applied Bacteriology, 23, 130-135.

Devlieghere, F., Vermeiren, L., Debevere, ]. (2004). New preservation technologies: possibilities and
limitations. Int. Dairy J. 14:273-285



https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2019.106898
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713519304876
https://doi.org/10.2323/jgam.45.177
http://sedici.unlp.edu.ar/bitstream/handle/10915/89651/Apunte_de_c%C3%A1tedra.pdf-PDFA.pdf?isAllowed=y&sequence=1
http://sedici.unlp.edu.ar/bitstream/handle/10915/89651/Apunte_de_c%C3%A1tedra.pdf-PDFA.pdf?isAllowed=y&sequence=1

74 Condiciones cinéticas de fermentacion de Lactobacillus gasseri y Lactobacillus
plantarum en dos medios de cultivo.

Doeven, M. K, Kok, ], Poolman, B. (2005). Specificity and selectivity determinants of peptide
transportin Lactococcus lactis and other microorganisms. Mol. Microbiol. 57:640-649.

DuBois, M., Gilles, K., Hamilton, J., Rebers, P., Smith, F. (1956). Colorimetric method for determination
of sugar and related substances. Anal Chem. 28(3): 350-356.
https://pubs.acs.org/doi/pdfplus/10.1021/ac60111a017

Ekinci, F & Gurel, M. (2007). Effect of using propionic acid bacteria as an adjunct culture in yogurt
production. Journal dairy science. Vol 91,p. 892-889.

Escobar, J. C., Rojas, C. A, Giraldo, G. G. A. y Padilla-Sanabria, L. (2010). “Evaluacién del crecimiento
de Lactobacillus casei y produccién de acido lactico usando como sustrato el suero de leche
vacuno”. En: Rev. Invest. Univ. Quinidio. 20: 42-49.

FAO, “Escherichia coli,” Bol. enfermedades Transfront. los Anim., p. 39, 2011

Feng Hang, Y]., Liwen Yan, QH., Wenwei Lu, JZ., Hao Zhang, WC. (2020). Preliminary study for the
stimulation effect of plant-based meals on pure culture Lactobacillus plantarum growth and
acidification in milk fermentation, Journal of Dairy Science, Volume 103, Issue 5, Pages 4078-
4087,ISSN 0022-0302, https://doi.org/10.3168/jds.2019-17200.
(https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030220301466)

Fitzgerald, R. & Murray, B. A. (2006). Bioactive peptides and lactic fermentations. International
Journal of Dairy Technology 59, 118-125.

Franz, C. M., Huch, M., Abriouel, H., Holzapfel, W., and Galvez, A. (2011). Enterococci as probiotics and
their implications in food safety. Int.]. Food Microbiol. 151:125-40

Galvez, A., Lopez, R. L., Abriouel, H., Valdivia, E., Omar, N. (2008). Application of bacteriocins in the
control of foodborne pathogenic and spoilage bacteria. Crit. Rev. Biotechnol. 28:125-152.

Galvez, H. et al. (2007). Bacteriocin based strategies for food biopreservation, international journal
of food microbiology. Vol. 120, pp. 51-70.

Garcia, C, Arrazola Paternina, G. Durango, A. (2017). Produccién de &cido lactico por via
biotecnolégica.https://repositorio.unicordoba.edu.co/bitstream/handle/ucordoba/431/6
76-1274-1-PB.pdf?sequence=1&isAllowed=y

Giraud, E., Champalier, A., Raimbault, M. (1994). Degradation the raw starch by a wild amylolytic
strain of Lactobacillus plantarum. Appl Enviro Microb. 60 [12]: 4319-4323.

Gonzalez-Olivares, L.G., Jiménez-Guzman, ., Cruz-Guerrero, A., Rodriguez-Serrano, G., Gdmez-Ruiz, L.,
& Garcia-Garibay, M. (2011). Liberacidén de péptidos bioactivos por bacterias lacticas en
leches fermentadas comerciales. Revista mexicana de ingenieria quimica, 10(2), 179-188.
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci arttext&pid=S1665-
27382011000200004&Ing=es&tIng=es.

Gopal, R, Altaf, MD., Naveena, B., Venkateshwar, M., Vijay Kumar E. (2008). Amylolytic bacterial lactic
acid fermentation -A review. Biotechnology Advances 26 (1): 22-24.

Guerrero, M., Guzman, S., Yandar, N., Pazos, A. (2002). Efecto inhibitorio de lactobacillus acidophilus
sobre el enteropatogeno vibrio cholerae 01 ogawa, in vitro. Universidad Y Salud, 1(3).
http://revistas.udenar.edu.co/index.php/usalud/article/view /314

Giindiiz, M. (2005). Lactic acid production by Lactobacillus casei NRRL B-441 immobilized in chitosan
stabilized Ca-alginate beads. Tesis de Master of Science, Izmir Institute of Technology, Izmir.

Gutiérrez-Sarmiento, W., Ventura-Canseco, L., Gutiérrez-Miceli, F., Lujan-Hidalgo, M., Abud-Archila,
M., Ruiz-Valdiviezo, V. (2020). OPTIMIZATION OF BIOMASS PRODUCTION, LACTIC ACID,



https://pubs.acs.org/doi/pdfplus/10.1021/ac60111a017
https://doi.org/10.3168/jds.2019-17200
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030220301466
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1665-27382011000200004&lng=es&tlng=es
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1665-27382011000200004&lng=es&tlng=es
http://revistas.udenar.edu.co/index.php/usalud/article/view/314

iError! No se encuentra el origen de la referencia. 75

AND GASTROINTESTINAL SIMULATION SURVIVAL OF Lactobacillus plantarum BAL-03-
ITTG CULTURED IN STIRRED TANK BIOREACTOR. Agrociencia. 54. 147-162.

Gutiez Sainz-Pardo, L. (2013) Desarrollo de estrategias moleculares que permitan el uso de las
bacterias lacticas (BAL) como factorias celulares de produccion de péptidos bioactivos de
interés en la industria alimentaria. [Tesis doctoral]. Universidad complutense de Madrid.
https://eprints.ucm.es/id/eprint/23437/

Hernandez, D., Cardell, E., Zarate, V. (2005). Antimicrobial activity of lactic acid bacteria isolated from
Tenerife cheese: initial characterization of plantaricin TF711, a bacteriocin-like substance
produced by Lactobacillus plantarum TF711. Journal of Applied Microbiology 99, 77-84.

Hernandez, V. et al. (2007). Preparation of a whey-bases probiotic producto with Lactobacillus
reuteri and Bifidobacterium bifibum. Journal Food Techonology Biotechnological. Vol 45, p.
27-31.

Hernandez-Ledezma, B., Amigo, L., Ramos, M., Recio, 1. (2004). Angiotensin converting enzyme
inhibitory activity in commercial fermented products formation of peptides under
simulated gastrointestinal digestion. Journal of Agricultural and Food Chemistry 52, 1504-
1510.

Hoda, S., El-Sayed, M., El-Sayed, Ahmed M. Youssef. (2021). Novel approach for biosynthesizing of
zinc oxide nanoparticles using Lactobacillus gasseri and their influence on microbiological,
chemical, sensory properties of integrated yogurt, Food Chemistry, Volume 365, 130513,
ISSN 0308-8146, https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2021.130513.
(https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814621015193)

Hofvendahl, K & Hagerdal, B. 2000. Factors affecting the fermentative lactic acid production from

renewable resources. Enzyme and Microbial Technology 26(2- 4): 87-107.

Hussein, LA., Belal, JM. (2000). Novel peptides contribute to the antimicrobial activity of camel milk
fermented with Lactobacillus plantarum IS10. Food Control, Volume 126, 108057, ISSN
0956-7135, https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2021.108057.
(https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S095671352100195X)

Izquierdo, M. (2004). Un nuevo enfoque de la ensefianza de la quimica: contextualizar y modelizar.
The Journal of the Argentine Chemical Society 92 (4/6), 115-136.

Kaper, ] B., Nataro, JP., Mobley, HLT. (2004). “Pathogenic Escherichia coli,” Nat. Rev. Microbiol,, vol. 2,
no. 2, pp. 123-140.

Jack, RW.,, Tagg, J.R., Ray, B. (1995). Bacteriocins of Gram-positive bacteria. Microbiol. Rev.
59:171200

Jurado Gamez, H. (2010). Evaluacidn de bacterias acido-lacticas con caracteristicas probidticas en la
alimentacidn de lechones en fase de precebo como alternativa al uso de antibiéticos. Trabajo

de Grado para optar por el titulo de Doctor. Santiago de Cali: Universidad del Valle. Escuela
de Ingenieria de Alimentos. 85 p

Jurado, HD., Aguirre, D., Ramirez, C. (2009). Caracterizacién de bacterias probidticas aisladas del
intestino grueso de cerdos como alternativa al uso de antibidticos. Revista MVZ Cérdoba
14(2): 1723-1735. https://doi.org/10.21897 /rmvz.356

Jurado-Gamez, HA, Romero-Benavides, DA., Morillo-Garcés, JA. (2016). INHIBICION DE Lactobacillus
gasseri SOBRE Yersinia pseudotuberculosis BAJO CONDICIONES IN VITRO. Revista de la



https://eprints.ucm.es/id/eprint/23437/
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2021.130513
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814621015193
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2021.108057
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S095671352100195X
https://doi.org/10.21897/rmvz.356

76 Condiciones cinéticas de fermentacion de Lactobacillus gasseri y Lactobacillus
plantarum en dos medios de cultivo.

Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia, 63(2), 95-
112. https://doi.org/10.15446/rfmvz.v63n2.59357

Jurado-Gamez, H., Ramirez, C., Martinez, J. (2013). Evaluacién in vivo de Lactobacillus plantarum
como alternativa al uso de antibiéticos en lechones. Revista MVZ Cérdoba.

Jurado-Gamez, H. Martinez-Benavides, ]., Romero-Benavides, DA., Morillo-Garcés, ]J.A., Orbes-
Villacorte, AE., Mesias-Pantoja, LN. (2016). Cinética de fermentacidn, pruebas de desafio in
vitro y efecto de inhibiciéon de Lactobacillus gasseri ATCC 19992. Revista Veterinaria y
Zootecnia, v. 10, n. 2, p. 72-89. DOI: 10.17151 /vetz0.2016.10.2.7

Jurado-Gamez, H.; Ramirez, C.; Aguirre, D. (2013). Cinética de fermentaciéon de Lactobacillus
plantarum en un medio de cultivo enriquecido como potencial probiético. Veterinaria y
Zootecnia, v.7, n.2, p.37-53.

Kafley, S., Kim, WS., Kumura, H., Shimazaki, K. (2010). Growth performance of whey protein
hydrolysates in the media on different strains of probiotic bacteria. Milchwissenschaft
65:245-248.

Kailasapathy, K. (2006). Survival of free and encapsulated probiotic bacteria and their effect on the
sensory properties of yogurth. LWT. Vol 39, p. 1221-1227.

Karoviéovj, ] & Kohajdova, Z. (2003). “Lactic acid fermented vegetable juices”. En: Horticultural
Science. 30, 152-158.

Kawase, M., Hashimoto, H., Hosoda, M., Morita, H., Hosono, A. (2000). Effect of administration of
fermented milk containing whey protein concentrate to rats and healthy men on serum
lipids and blood pressure. Journal of Dairy Science 83, 255-263.

Khan, H., Flint, S., Yu, P. L. (2010). Enterocins in food preservation. Int.]. Food Microbiol. 141:1-10

Klaenhammer, T. R. (1993). Genetic of bacteriocin produced by lacticacid bacteria. FEMS Microbiol.
Rev. 12:39-86.

Lanara, L. (1981). Métodos microbioldgicos. 32ed Brasilia: Ministerio de Agricultura.

LeBlanc, A. D., Matar, C., LeBlanc, N., Perdigon, G. (2005) Effects of milk fermented by Lactobacillus
helveticus R389 on a murine breast cancer model. Breast Cancer Research 7, R477-R486

LeBlang, J. G., Matar, C., Valdez, ]. C. Leblanc, " J. y Perdigon, G. (2002). Immunomodulatory “ effects of
peptidic fractions issued from milk fermented with Lactobacillus helveticus. Journal of Dairy
Science 85, 2733-2742.

Levenspiel, 0. (2004). Ingenieria de las reacciones quimicas (3a. Ed.). Limusa Wiley.

Llacsa, ], Cucho, A. (2019). Cinética de fermentacién de la chicha de quinua evaluado en tres
variedades de quinua (Chenopodium quinoa Willd.) [Tesis, Universidad Nacional del
Altiplano]. http://repositorio.unap.edu.pe/handle/UNAP/13456

Lorenzen, PC & Meisel, H. (2005). Influence of trypsin action in yoghurt milk on the release of
caseinophosphopeptide-rich fractions and physical properties of the fermented products.

International Journal of Dairy Technology 58, 119-124.

Lowry, O. H., Rosebrough, NJ., Farr, A.L., Randall, R]. (1951). Protein measurement with the Folin-
Phenol reagents. ]. Biol. Chem. 193: 265-275.

Lydersen, B., Delia, N., Nelson, K. (1994). Bioprocess engineering: systems, equipment and facilities",
John Wiley & Sons.

Madigan, MT., Martinko, JM. y Parker, ]J. (2009) Brock, Biologia de los Microorganismos (122 Ed.)
Pearson Prentice Hall.


https://doi.org/10.15446/rfmvz.v63n2.59357
http://repositorio.unap.edu.pe/handle/UNAP/13456

iError! No se encuentra el origen de la referencia. 77

Mayeux, JV., Sandine, WE,, Elliker PR. (1962). A selective medium for detecting Leuconostoc organims
in mixed-strain starter cultures. Journal of Dairy Science, 45, 665.

Mesias Pantoja, N & Orbes Villacorte, A. (2016). EVALUACION in vivo DE Lactobacillus plantarum
ATCC® 8014 Y Lactobacillus casei ATCC® 334 CON CARACTERISTICAS PROBIOTICAS EN
LA ALIMENTACION DE CUYES (Cavia porcellus) EN FASE DE LEVANTE COMO
ALTERNATIVA AL USO DE ANTIBIOTICOS. Trabajo de grado Zootecnista. San Juan de Pasto:
Universidad de Narifio. Facultad de Ciencias Pecuarias.

Mignone, C., Yantorno, O. y Ertola, R. (1994). Microbiologia industrial. Buenos Aires, Argentina:
Organizacion de Estados Americanos - OEA.

Montes, A., Santacruz, A., Safiudo, J. (2003). Efecto in vitro de Lactobacillus casei subsp. rhamnosus
sobre el crecimiento de un aislado de Helicobacter pylori. San Juan de Pasto, Colombia:
Universidad de Narifio. 85p. Trabajo de grado (Bidlogo).

Morales-Erazo, L., Gonzalez-Cardenas, 1., Abella-Gamba, ]., Ahumada-Forigua, D. (2019). Técnicas de
titulacién acido-base: consideraciones metrolégicas Revista Colombiana de Quimica, vol. 48,
num. 1, Universidad Nacional de Colombia, Colombia.

Orozco Murillo, MP & Solarte, JA. (2003). Bisqueda del mejor medio de cultivo y modelamiento
cinético parala obtencion del acido lactico a partir de glucosa por via fermentativa. [Trabajo
de grado para optar al titulo de Ingeniero quimico]. [Manizales, Colombia]. Universidad
Nacional de Colombia. Sede Manizales. Facultad de Ingenieria y Arquitectura. Ingenieria
Quimica.

Panesar, P., Kennedy, J., Gandh, D., Bunko, K. (2007). Bioutilisation of whey for lactic acid production.
Food Chemistry 105(1): 1-14.

Plessas, S., Bosnea, L., Psarianos, C., Koutinas, A., Marchant, R., Banat, I. (2008). Lactic acid production
by mixed cultures of Kluyveromyces marxianus, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
and Lactobacillus helveticus. Bioresource Technology 99 (13) 5951-5955.

Plumed-Ferrer, C., Koistinen, K.M., Tolonen, T.L., Lehesranta, S.]., Karenlampi, S.0., Mdkimattila, E.,
Joutsjoki, V., Virtanen, V., von Wright, A. (2008). Comparative Study of Sugar Fermentation
and Protein Expression Patterns of Two Lactobacillus plantarum Strains Grown in Three
Different Media. Applied and Environmental Microbiology. 74, 5349-5358.

Prescott, M, Harle, ]D, Klein, DA. (2002). Microbiology of Food. 5th ed.McGraw-Hill Ltd, New York,
USA. pp. 964-976

Ramirez-Lopez, C & Vélez-Ruiz, JF. (2016). Aislamiento, Caracterizacion y Selecciéon de Bacterias
Lacticas Autéctonas de Leche y Queso Fresco Artesanal de Cabra. Informacion
tecnoldgica, 27(6), 115-128. https://dx.doi.org/10.4067/S0718-07642016000600012

Reddy, R.S., Ramachandra, C.T., Hiregoudar, S., Nidoni, U., Ram, ]. and Kammar, M. (2014). Influence
of processing conditions on functional and reconstitution properties of milk powder made
from Osmanabadi goat milk by spray drying. Small Ruminant Research, 119(1-3), pp.130-
137

Roberfroid, M. (2005). Inulin-Type Fructans: Functional Food Ingredients. Boca Raton, USA: CRC
Press. 370 pp.

Robitaille, GV & Champagne, CP. (2014). Growth-promoting effects of pepsin- and trypsin-treated
caseinomacropeptide from bovine milk on probiotics. ]. Dairy Res. 81:319-324.



https://dx.doi.org/10.4067/S0718-07642016000600012

78 Condiciones cinéticas de fermentacion de Lactobacillus gasseri y Lactobacillus
plantarum en dos medios de cultivo.

Rodriguez Gonzalez, Maria. (2009). Aislamiento y seleccion de cepas del género Lactobacillus con
capacidad probidtica e inmunomoduladora. [Bellaterra]: Universitat Autdnoma de
Barcelona, 2009. ISBN 978-84-692-7246-6. Tesis doctoral - Universitat Autonoma de
Barcelona. Facultat de Biociencies, Departament de Genetica i Microbiologia.
https://ddd.uab.cat/record /63896

Rodriguez-Leodn, ], Bueno, G., Rodriguez, D., Delgado, G., Serrano, P., Brizuela, M. (2003) Rendimiento
verdadero y aparente y coeficiente de mantenimiento y su importancia en la cinética de la
fermentacion. (Eds) New Horizons in Biotechnology. Springer, Dordrecht.
https://doi.org/10.1007/978-94-017-0203-4 15

Rogosa, M., Mitchel, ].A.,, y Wiseman, R.F. (1951). A selective medium for the isolation of oral and
faecal Lactobacilli. Journal of Bacteriology, 62, 132-133.

Rojan, P., Anisha, G., Madhavan, K. y Pandey, A. (2009). Direct lactic acid fermentation: Focus on
simultaneous saccharification and lactic acid production. Biotechnology Advances 27(2):
145-152.

Rokka, T., Syvaoja, E. L., Tuominen, ]J. y Korhonen, H. (1997). Release of bioactive peptides by
enzymatic proteolysis of Lactobacillus GG fermented UHT milk. Milchwissenschaft 52, 675-
678.

Sanchez Martinez, J1. (2005). Potencial biotecnoldgico de bacterias lacticas silvestres en productos
lacteos fermentados: Actividad metabélica y produccién de exopolisacaridos. (Tesis de
doctorado, Universidad de Oviedo).

Sanchez, L; Omura, M; Lucas, A; Pérez, T; Llanes, M; De Luce, C. (2015).Cepas de Lactobacillus spp.
Con capacidades probidticas aisladas del tracto intestinal de terneros neonatos. (En linea).
La Habana, CU. Consultado, 17 de feb. 2018. Disponible en: http://scielo.sld.cu

Sanchez, T.G & Razuri, V.R. (2017). Obtenciéon de aceite esencial a partir de Orégano (Origanum
vulgare L.) cultivado en la costa Ecuatoriana y su evaluacién como Fitofarmaco. In.
Guayaquil: Universidad de Guayaquil - Facultad de Ciencias Quimicas. p. 26-27.

Savagodo, A. et al. (2006). Bacteriocins and Iactic acid bacteria - a minireview. African Journal of
Biote- chnology. Vol. 5, p. 678-683

Savijoki, K, Ingmer, H., Varmanen, P. (2006). Proteolytic systems of lactic acid bacterias.
Appl.Microbiol. Biotechnol., Vol. 71, N° 4, 394-406.

Schlegel, HG & Zaborosch, C. (1997). Fermentacién lactica y Lactobacteridceas. Microbiologia

General, 72 Ed., Ed. Omega,302-309.

Settanni, L & Moschetti, G. (2010) Non-starter lactic acid bacteria used to improve cheese quality and
provide health benefits. Food Microbiol 27:691-697

Sharma, A., Mukherjee, S., Reddy Tadi, S.R., Ramesh, A.,, Sivaprakasam, S., Kinetics of growth,
plantaricin and lactic acid production in whey permeate based medium by probiotic
Lactobacillus plantarum CRA52. (2021). LWT - Food Science and Technology, Volume
139,110744, ISSN 0023-6438https://doi.org/10.1016/ j.lwt.2020.110744.

Shulter, ML., & Kargi, F. (2000). Bioprocess engineering basic concept. New Delhi: ParenticeHall of
India Pvt Ltd.



https://ddd.uab.cat/record/63896
https://doi.org/10.1007/978-94-017-0203-4_15
http://scielo.sld.cu/

iError! No se encuentra el origen de la referencia. 79

Skaugen, M., Cintas, L. M.y Nes, I. F. (2003). Genetics of bacteriocin production in lactic acid
bacteria. En Genetics of Lactic Acid Bacteria, pp. 225-260. Editado por: Wood, B.]. B. y
Warner, P. Kluwer Academic/Plenum Publishers. Estados Unidos

Smit, G., Smit, B. A, and Engels, W. ]. M. (2005). Flavour formation by lactic acid bacteria and
biochemical flavor profiling of cheese products. FEMS Microbiol. Rev. 29:591-610.

Sun, AN., Camilli, A., Portnoy, DA. (1990). Isolation of Listeria monocytogenes small plaque mutants
defective for intracellular growth and cell-to-cell spread. Infect. Immun. 58: 3770-3778.

Swanson, JA & Baer, SC. (1995). Phagocytosis by zippers and triggers. Trends Cell Biol. 5: 89-93.

Tahara, T., Yoshioka, S., Utsumi, R, Kanatani, K. (1997). Isolation and partial characterization of
bacteriocins produced by Lactobacillus gasseri JCM 2124. FEMS Microbiology Letters,
Volume 148, Issue 1, Pages 97-100, ISSN 0378-1097, https://doi.org/10.1016/S0378-
1097(97)00019-0
(https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378109797000190)

Tamine, AY., Saarela, M., Sondergaard, AK., Mistry, VV., Shah, NP. (2005) Produccion y viabilidad de
microorganismos probidticos en productos lacteos . En: Productos Idcteos probidticos,
pags. 39 - 72 . AY Tamine ed. Oxford.

Terzaghi, BE & Sandine, WE. (1975). Improved medium for lactic streptococci and their
bacteriophages. Applied Microbiology, 29, 807-813.

Vargas, E., Gomez, C., Parra, M., Romero, M. (2004). Producciéon de microorganismos probiéticos
como aditivo para alimentos concentrados para ganado vacuno (primera parte). Rev Ing
Univ de Los Andes. 20: 23-33.

Vijayakumar, J., Aravindan, R., Viruthagiric, T. (2008). Recent Trends in the Production, Purification
and Application of Lactic Acid. Chemical and Biochemical Engenniering 22(2): 245-264.

World Health Organization. (2005). Manual de bioseguridad en el laboratorio, 3a ed. Orgnizacién
Mundial de la Salud. https://apps.who.int/iris/handle/10665/43255.

Wu X, Wu Y, He L, et al. (2018). Effects of the intestinal microbial metabolite butyrate on the
development of colorectal cancer. ] Cancer. 9:2510---7,
http://dx.doi.org/10.7150/jca.25324, eCollection 2018.

Zapata, S., Mufioz, J., Ruiz, 0., Montoya, O., Gutiérrez, P. (2009). Aislamiento de Lactobacillus
plantarum LPBM10 y caracterizacién parcial de su bacteriocina. (En linea). Medellin, CO.
Formato PDF. Disponible en: http://www.scielo.org



https://doi.org/10.1016/S0378-1097(97)00019-0
https://doi.org/10.1016/S0378-1097(97)00019-0
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378109797000190
http://www.scielo.org/




3. Viabilidad probiotica bajo condiciones
gastrointestinales simuladas de L. gasseri y L.
plantarum microencapsulados.

3.1 Introduccion

Nag (2011) y Sandoval et al. (2004) sefialan que la técnica de encapsulacion se desarrollé en
1930, con la utilizaciéon de materiales coloidales para realizar las copias sin papel carbon. El
método mas antiguo empleado en alimentos es el secado por aspersién, el cual comenz6
encapsulando sabores en goma arabiga. Por su parte, De vos et al. (2010) mencionan que la
seleccidn del material de recubrimiento es el paso mas importante para obtener un producto
encapsulado porque, dependiendo de sus propiedades, se pueden cumplir los requerimientos
de proteccién. El método de encapsulaciéon para microorganismos probioticos se elige de
acuerdo con la aplicacién requerida, el tamafio de capsula deseado, el material a encapsular, el
costo y las propiedades fisicas y quimicas del recubrimiento. Rokka y Rantaméaki (2010),
afirman que la atomizacién o aspersion es un método que comunmente se utiliza en la
industria alimenticia y consiste en atomizar aire caliente en una suspensién o emulsion
homogenizada de probioticos en la matriz del material encapsulante, para lograr una rapida
evaporacion del solvente (agua) y obtener los probiéticos encapsulados en forma de particulas

de polvo.

Este método permite establecer esta tecnologia como un proceso continuo; ademas, su
facilidad de manejo y su bajo costo son caracteristicas iddneas y de gran ventaja para su
aplicacion en procesos industriales. Por otro lado, existen inconvenientes relacionados con las
altas temperaturas empleadas en el proceso para la evaporacion del solvente, las cuales
pueden afectar la supervivencia de determinadas cepas probioticas (Jiménez, 2010). No
obstante, existe un gran nimero de investigaciones basadas en este método que reportan
resultados satisfactorios con minimas pérdidas de viabilidad, lo cual indica que hay dos
factores claves y determinantes para el éxito del secado por atomizacion: el tipo de materiales
utilizados para encapsular y proteger a los microorganismos probiéticos que involucran sus
propiedades fisico-quimicas, y la optimizacién de los pardmetros utilizados en el secado.
Adicionalmente, se ha demostrado una mayor estabilidad de los cultivos probidticos

encapsulados durante el almacenamiento prolongado cuando se aplica la tecnologia de secado.
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Hasta el momento, los microorganismos probidticos que han sido microencapsulados
pertenecen a los géneros Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium, Enterococcus y
Streptococcus. Muchos estudios han demostrado que los cultivos probidticos pueden
protegerse mediante una variedad de materiales encapsulantes. Dentro de estos se consideran
los alginatos y sus combinaciones, almiddn, derivados de celulosa, gelatina, mezcla de xantano-
gelatina, carrageno y sus mezclas, gomas (ardbiga y guar), quitosano, maltodextrinas y
proteinas de suero de leche (Picot & Lacroix, 2004). Los beneficios de la microencapsulacion
de probioticos estan dados por la facilidad de producir cultivos sensibles al oxigeno, mejorar
la supervivencia cuando se exponen a soluciones gastricas, bilis, acidificacion, calor,
congelacion, estabilidad durante el almacenamiento en forma seca y protecciéon contra
contaminantes y bacteriéfagos. En este sentido, las estrategias propuestas para incrementar la
resistencia de cepas probiodticas contra el medioambiente adverso son: selecciéon de cepas
resistentes a acido y bilis, empaquetamiento en los materiales protegidos de oxigeno,
fermentaciones en doble etapas, pre adaptacion a varias condiciones de estrés, adicion de
micronutrientes en forma de aminoacidos y péptidos, y microencapsulaciéon (Gismondo et al.,
1999; Kullisaar et al., 2002). De las estrategias anteriores, ha sido desarrollada con mayor
enfasis la microencapsulacién con el objetivo de proporcionar una proteccidon adecuada a las
cepas probioticas contra los diversos ambientes adversos. Por eso, se considera preferible
seleccionar cepas probidticas que ya sean resistentes a las condiciones gastrointestinales,
tecnolégicasy de procesamiento de alimentos antes mencionadas. La aplicacion de esta técnica
en probidticos evita su degradacion en el estémago, la liberacién controlada en el intestino, la

estabilidad en el almacenamiento y el mejoramiento de sus cualidades funcionales.

El objetivo del presente capitulo fue evaluar el efecto de la microencapsulaciéon sobre la
viabilidad probiotica de las cepas lacticas, no solo en condiciones de almacenamiento, si no,

también bajo condiciones gastrointestinales simuladas.
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3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Consideraciones éticas

Remitirse al capitulo 2, pagina 30.

3.2.2 Localizacion

Remitirse al capitulo 2, pagina 30.

3.2.3 Microencapsulacion por la técnica spray drying (secado por

aspersion) de Lactobacillus plantarum y Lactobacillus gasseri

De acuerdo a la metodologia descrita por Montes-Ramirez (2013) y Rodriguez-Barona et al.
(2016), para la investigacién se preparé por cada microorganismo una suspension al 15 %p/v
(60 g de maltodextrina y 60 g de inulina en 280 mL de inoculo bacteriano previamente
ajustado) en relacion 1:1 p/p la cual fue agitada hasta homogenizar. Se utiliz6 el equipo de
secado por aspersion Secador Spray Bilon 6000s®, con una temperatura de entrada de 170°C
y una temperatura de salida en un rango de 65-67°C. Con ciclo completo de 2 horas y 30
minutos. El material microencapsulado se empac6 en recipientes plasticos esterilizados

oscuros y se almacenaron a temperatura ambiente (202 °C).

3.2.4 Caracterizacion estructural: morfologia y tamafio de las
microcapsulas
La morfologia y tamafio de las microcapsulas se determinaron mediante un microscopio

electronico de barrido FEG (Field Emission Gun) QUANTA 650 FEG. Para esta determinacién

las muestras fueron enviadas al Centro de Microscopia y Microanadlisis, Bogotd, Colombia.
3.2.5 Eficiencia de la microencapsulacion de Lactobacillus

plantarum y Lactobacillus gasseri

De acuerdo a lo descrito por Gonzales et al. (2015), para evaluar la eficiencia de la

microencapsulacién, la suspensiéon de microcapsulas se centrifugé a 5000 r.p.m por 15



84 Viabilidad probiottica bajo condiciones gastrointestinales simuladas de L. gasseriy L.
plantarum microencapsulados.

minutos con el fin de separar las células libres de L. plantarum y L. gasseri. Posteriormente se
determiné la concentracién bacteriana en el sobrenadante y se calculd la eficiencia de

encapsulacion (%EE) con la siguiente formula:

EE(%)=( )x1oo

Donde A es la concentracion bacteriana antes de la microencapsulaciéon y B es la

concentracion de la bacteria después de micro encapsular encontrada en el sobrenadante.

3.2.6 Estudio de supervivencia y estabilidad

Para evaluar el efecto de los materiales microencapsulantes (maltodextrina e inulina) sobre la
viabilidad de los microorganismos encapsulados se segui6 lo establecido en la metodologia de
Montes-Ramirez (2013) y Rodriguez-Barona et al. (2016). Se emplearon como criterios de
estabilidad: la viabilidad de las BAL evaluadas durante el almacenamiento (>108 UFC/g),
caracterizacion fisica (actividad de agua, humedad relativa, solubilidad, eficiencia de
microencapsulaciéon, humectabilidad e higroscopicidad), y caracterizaciéon estructural
(morfologia y tamafio de las microcapsulas). Estos parametros se determinaron por duplicado

alos 8, 15, 20, 30, y 45 dias de almacenamiento a condiciones ambientales a 20+2 °C.

= Viabilidad
De acuerdo a lo propuesto por Rodriguez-Barona et al. (2016), se realiz6 el recuento de células
viables sobre 1 g de material encapsulado, rehidratado a temperatura ambiente en 9 mL de
agua de peptona tamponada al 0.1 % p/v (pH 7.2+2) homogeneizado en vortex y se dejé
reposar durante 30 minutos para favorecer la liberacién del microorganismo. Un volumen de
150 pL de dilucién se sembré en superficie sobre medio MRS con azul de anilina y se llevé a
incubacién en condiciones aerobias a 37°C por 48 horas. Los recuentos se realizaron por
duplicado y expresados como UFC/g en base seca, para cada condicién experimental de
acuerdo a Semnoyov et al. (2010). El porcentaje de viabilidad para cada muestra se calcul6

segun la ecuacion (1).

%Viabilidad = (1) * 100(1)

Donde No es el nimero de bacterias por mL de solucién antes del proceso y N es el nimero de

bacterias por mL de solucién después de la etapa de secado.
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* Humedad
Para determinar la humedad se tomaron 2 gramos de material microencapsulado y se
analizaron en el determinador de Humedad KERN DBS 60-3 (Balingen - Germany) a una
temperatura de 105 °C con una Resolucién: 0,001 g. (0.01%). El resultado se expresé en

porcentaje base seca (% bs).

= Actividad de agua
La actividad de agua (Aw) se determind usando un Termohigrometro Hygrolab Rotronic
(Nirnberg-Alemania) previamente calibrado. El resultado se expresd en porcentaje base seca

(% bs).

* Solubilidad
Con base en lo descrito por Cano-Chauca et al. (2005), la solubilidad se obtuvo al disolver 1 g
de muestra en 100 mL de agua destilada, esta soluciéon se mantuvo durante 5 minutos a una
temperatura de 30£2°C a 120 r.p.m en una placa de calentamiento. Posteriormente esta
suspension se centrifug6 a 3000 r.p.m durante 5 minutos. Luego se tomé una alicuota de 25
mL del liquido sobrenadante y se transfiri6 a una caja de Petri previamente pesada; se llevé a
una estufa a 105°C por 5 h hasta que alcanzé peso constante. Los sdlidos recuperados se
pesaron después del secado (mf) y se calcul6 el porcentaje de solubilidad con la diferencia de

pesos mediante la ecuacion (2).

mi-mf

Solubilidad = ( )100% (2)

mi
Donde, mi es 0,25 g.

* Humectabilidad
El tiempo de humectacion de los polvos micro encapsulados se determiné por el método de
humectacion estatica (Freudig et al.,, 1999) modificada Ceballos et al. (2012) y Rodriguez-
Barona et al. (2016) y adaptada por los autores. Para esto se utilizo un beaker de 100 mL de 5
c¢m x 7 cm. Una cantidad de material microencapsulado (1 g) se coloc6 en una placa removible
que cubri6 un depoésito de agua, el cual al ser retirada la capa de polvo sin perturbacion se puso
en contacto con el agua. El tiempo de humectaciéon expresado en minutos corresponde al
tiempo que se tarda la inmersion completa de un 1 g muestra de polvo depositado suavemente

sobre 100 mL de agua a 20°C.
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= Higroscopicidad
La higroscopicidad se determiné de acuerdo a lo propuesto por Fritzen-Freire et al. (2012).
Para ello se tomé un gramo de polvo de microencapsulado el cual se ubic6 sobre una malla de
poro fino para evitar la fuga del material. Este montaje se colocé sobre un recipiente de vidrio
hermético con solucion saturada de NaCl (75,3% de HR) a 25°C. Después de 1 semana, las
muestras se pesaron. La higroscopicidad se expres6 como gramos de humedad adsorbida por

100 g de solidos secos (g 100 g-1).

3.2.7 Exposicion a condiciones gastrointestinales simuladas

Para exponer el material microencapsulado a condiciones gastrointestinales se realizaron
pruebas donde se evalud su a resistencia niveles de pH de 3.0 (fase gastrica), 5,0 y 7,0 durante
60 minutos y, a sales biliares (0.3 y 1%) bovinas (Sigma) y bilis (0.3 y 0.5%) (fase intestinal)
durante 120 minutos. Para esto, siguiendo el criterio establecido por Crueger y Crueger
(1993), se tom6 el 10% del material microencapsulado para la determinacién, asi como
también se sigui6 lo propuesto por Brusch y Zachia (2011) citado por Gonzales Cuello et al.
(2015). Las microcapsulas de L. gasseriy L. plantarum (2 g), se adicionaron a 18 mL de caldo
MRS mezclado con el porcentaje de bilis y sales biliares ajustados a los pH respectivos,
posteriormente se llevd a incubacién a 37°C en condiciones aerobias con los tiempos
respectivos de cada fase simulada con una agitaciéon constante de 50 rpm. A continuacion, se
efectud la prueba de viabilidad bajo la metodologia de Cai et al. (1998). La variable estudiada
consistié en determinar la viabilidad de las bacterias lacticas microencapsuladas expresada en
concentraciones iguales o mayores de 109 UFC/mL. Adicionalmente se evalué la resistencia a
lisozima, de acuerdo a lo descrito por Rodriguez-Gonzalez (2009), donde se sometieron las
cepas lacticas a diferentes preparaciones de lisozima (i) 0,6 uL de cultivo y 0,60 pg de lisozima
(ii) 0,6 pL de cultivoy 120 pg de lisozima (iii) 0,6 pL de cultivo y 180 pg de lisozima. Se llevaron
a incubacién durante 24 h a 37°C en condiciones aerobias, y trascurrido este tiempo se
inocularon en cajas de Petri donde se consideraron resistentes a lisozima si se presentaron

crecimientos superiores o iguales a 300 UFC/mL.
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3.3 Analisis estadistico

La viabilidad se evalué mediante un diseflo completamente aleatorizado, donde se propuso
como tratamientos las cepas sin microencapsular y las cepas microencapsuladas a los dias 8,
15, 20, 30, y 45 dias. Se utilizaron un total de 5 réplicas por cada tratamiento y mediante la
prueba de Tukey se determiné la diferencia entre medias de los tratamientos. Por su parte, en
la caracterizacién fisica del material microencapsulado se evalu6 de manera descriptiva
haciendo uso del diagrama de lineas con barra de error (95%) en los puntos de las medias. El
crecimiento en condiciones gastrointestinales para bilis y sales biliares en dos niveles de pH,
se utilizé un disefio completamente aleatorizado en arreglo factorial 2x2, donde el primer
factor correspondid a las concentraciones de bilis (0.3 y 0.5%) y sales biliares (0.1 y 0.3%),
mientras que el segundo factor fue el pH (5 y 7), se utilizaron un total de 4 tratamientos y 6
réplicas por tratamiento; las diferencias entre medias de tratamientos se determinaron
mediante la prueba de Tukey. Finalmente, para lisozima se hizo uso de estadistica descriptiva,
donde se contabilizé el nimero de muestras resistentes; de igual manera para los resultados
cuantitativos se realizé un diagrama de barras (con error estdndar) donde se visualizd la media
y su error. Los datos se recopilaron y organizaron en Microsoft Excel y para su analisis se

proceso la informacion en el paquete estadistico R. Version 14.0 (2019).

3.4 Resultados

En el proceso de microencapsulacidon de las cepas lacticas resulté determinante no solo la
técnica de secado por aspersidn, sino, ademas, los materiales micro encapsulantes, inulina y
maltodextrina. Se observé que favorecieron el recubrimiento de los microorganismos,
caracteristica deseable en procesos de microencapsulacion, este recubrimiento jugé un papel
importante en la proteccion y viabilidad de los microorganismos para incrementar su
capacidad de resistir las diferentes barreras fisiolégicas simuladas del tracto gastrointestinal.
En la caracterizacion estructural, donde se evalu6 la morfologia y tamafio de las microcapsulas
se observo segun lo reportado en la microscopia electronica de barrido (MEB) o Scanning
Electron Microscope (SEM), que las microcapsulas de las BAL, exhibieron una superficie lisa
regular, esférica y sin presencia de poros. Para L. gasseri se encontré un tamafio de capsula con
un valor minimo de 2,69 um y un valor maximo de 12,26 um (figura 16-3). Para L. plantarum

por otra parte, se encontr6 un tamafio de capsula con un valor minimo de 1,56 um y un valor



88 Viabilidad probittica bajo condiciones gastrointestinales simuladas de L. gasseriy L.
plantarum microencapsulados.

méaximo de 8,6 um (figura 17-3).

Figura 16-3. Microfotografia de Lactobacillus gasseri

Lactobacillus gasseri ATCC® 19992

Figura 17-3. Microfotografia de Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum ATCC © 8014
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Para la evolucién de la viabilidad en el tiempo de L. gasseri antes y después de
microencapsular, se tomo la covarianza sin estructura para realizar el analisis por su valor mas
bajo observado en el criterio de informacién bayesiano (tabla 19). En L. plantarum, para el

analisis se encontré que la mejor estructura fue autorregresivo (tabla 20).

Tabla 19. Tabla de valores de ajuste para la mejor estructura de covarianza para L. gasseri.

Estadisticas de Autoregresivo | Autoregresivo 1er Sin
ajuste orden estructura
BIC  (Mejor  mas 15,.4 140,3 128,7
pequeiio)

Tabla 20. Tabla de valores de ajuste para la mejor estructura de covarianza para L. plantarum.

Estadisticas de Autoregresivo | Autoregresivo 1er Sin
ajuste orden estructura
AIC  (Mejor mas 357,2 367,7 381,2
pequeiio)
BIC  (Mejor  mas 348,7 352,6 382,34
pequeriio)
Se encontraron diferencias significativas entre las cepas sin microencapsular y

microencapsuladas (P<0,05) (tabla 21); ademdas de observarse diferencias en el tiempo
(P<0,05). En la figura 18-3 para L. gasseri y en la figura 19-3 para L. plantarum, se puede

observar, que existi6 un descenso a través del tiempo (P<0,05).

Tabla 21.Porcentaje de viabilidad en el tiempo de las cepas lacticas antes de microencapsular

y microencapsuladas.

L. gasseri
Tiempo (dias) | Sin microencapsular Microencapsulada EEM
8 95,404a 85,4082 12,56
15 94,4844 85,0582 12,56
20 92,554 84,588 12,56
30 86,234b 83,484 12,56
45 75,678b 82,874a 12,56
EEM 11,98 11,98
L. plantarum
Tiempo (dias) | Sin microencapsular Microencapsulada EEM
8 93,634 88,458 6,82
15 92,034a 87,978a 6,82
20 89,6344 87,374 6,82
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30 87,324a 86,854 6,82
45 70,508b 81,504p 6,82
EEM 4,98 4,98

Superidices con letras en mindscula diferentes en columnas muestran diferencias significativas (P<0,05) y superindices con
letras en mayuscula diferentes en las filas muestran diferencias significativas(P<0,05).

Figura 18-3. Porcentaje viabilidad de L. gasseri sin microencapsular y microencapsulada.
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Figura 19-3. Porcentaje viabilidad de L. plantarum sin microencapsular y microencapsulada.
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En la figura 20-3 se muestra la tendencia ascendente del porcentaje de humedad (%) para L.
gasseri con valores iniciales de 5,37 y finales de 8,6 %, y de L. plantarum con valores iniciales
de 7,5 y finales de 9,5 %; de actividad de agua (Aw %) para L. gasseri con valores iniciales de
0,353 y finales de 0,425%, y de L. plantarum con valores iniciales de 0,402 y finales de 0,502
%; de humectabilidad (min) para L. gasseri con valores iniciales de 2:22 y finales de 3:47 min,
y de L. plantarum con valores iniciales de 1:29 y finales de 2:27 min; e higroscopicidad (g
humedad/100g de sélido seco) para L. gasseri con valores iniciales de 0,66 y finales de 1,5 g
humedad/100g de s6lido seco, y de L. plantarum con valores iniciales de 0,55 y finales de 1,1
g humedad/100g de sélido seco, en el material microencapsulado. A diferencia de los
parametros anteriores, en la figura 21-3 se muestran las variables de porcentaje (%) de
solubilidad los cuales mostraron una tendencia decreciente, con valores iniciales de 97 y
valores finales de 79,3% de L. gasseri, y para L. plantarum valores iniciales de 96 y valores
finales de 79,5%. Finalmente, en la eficiencia del microencapsulado (%) se encontraron

valores iniciales de 97% y valores finales de 79,9%.

Figura 20-3. Porcentaje de humedad (%), actividad de agua (Aw%), humectabilidad (min) e
higroscopicidad (g humedad/100g de sélido seco) en el tiempo de L. gasseri (columna A) y L.

plantarum (columna B) microencapsuladas.
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Figura 21-3. Porcentaje de solubilidad (%) y eficiencia de microencapsulado en el tiempo de

L. gasseri (columna A) y L. plantarum (columna B) microencapsuladas.
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En la exposicién a condiciones gastrointestinales simuladas se encontraron valores aceptables
de crecimiento y supervivencia microbiana de las BAL en la fase gastrica (pH 3,0) (tabla 22).
En la determinacién de resistencia a lisozima, la cual se tom6 para simular la accién enzimatica
de la saliva, para L. gasseri se encontraron diferencias estadisticas significativas entre las
diversas concentraciones de lisozima (P<0,05) (tabla 23-figura 22-3). Por su parte, para L.
plantarum no se encontraron diferencias estadisticas significativas (P>0,05) entre las
diferentes concentraciones (tabla 24-figura 23-3). Respecto a los resultados para L. gasseri
para las variables pH (5,0 y 7,0) y sales biliares (0,3 y 1,0%) correspondientes a la fase
intestinal, no mostraron diferencias significativas (P>0,05) entre los niveles evaluados, asi
como tampoco, se observo un efecto de interaccion significativo. Lo anterior, demuestra que la
variable crecimiento fue similar en todos los niveles evaluados. Para el caso de la bilis (0,3 y

0,5%) y pH (5,0 y 7,0), los resultados estadisticos mostraron que no existen diferencias
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significativas (P>0,05) (tabla 25). Para L. plantarum, las variables pH y sales biliares no
mostraron diferencias significativas entre los niveles evaluados (P>0.05); ademads, no se
encontré interaccidén entre los factores. El crecimiento fue similar en todos los tratamientos
evaluados. Para el caso de la bilis y pH, el analisis estadistico no mostré diferencias

significativas (P>0,05) (tabla 26).

Tabla 22. Unidades formadoras de colonias de las cepas lacticas en la fase gastrica (pH 3,0).

UFC/mL UFC/mL
Lactobacillus gasseri Lactobacillus plantarum
2,8x 107 22x107
3,2x107 3,1x 107
2,5x 107 23x107
2,3x 107 2,8x 107
3,4x 108 3,6 x 10°
3,0x 108 3,0x 108
29x10°8 2,8x 108
3,3x10° 3,5x10°

Tabla 23. Resistencia a la lisozima de L. gasseri.

Resistencia a lisozima
L. gasseri
lisozima Mean (LN EEM 95% Confidence Interval
UFC/mL) Lower Bound Upper Bound
0,6 ug 21,882 1,071 19,631 24,133
120 pg 18,14 b 1,071 15,891 20,393
180 pg 15,820 1,071 13,566 18,067
Superindices diferentes muestran diferencias estadisticas significativas (P<0,05)
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Figura 22-3. Crecimiento a diferentes concentraciones de lisozima de L. gasseri.
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Tabla 24. Resistencia a la lisozima de L. plantarum.

T
160

Resistencia a lisozima

L. plantarum

lisozima Mean (LN EEM 95% Confidence Interval
UFC/mL) Lower Bound Upper Bound
120 pg 18,80 1,434 15,784 21,809
180 g 16,03 a 1,434 13,021 19,046
0,6 ug 20,15 1,434 17,142 23,167

Superindices diferentes muestran diferencias estadisticas significativas (P<0,05)

Figura 23-3. Crecimiento (LN UFC/mL) a diferentes concentraciones de lisozima de L.

plantarum.
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Tabla 25. Crecimiento de L. gasseri a diferentes niveles de pH, sales biliares y bilis.

pH Sales biliares Media EEM Intervalo confianza (95%)
(%) (LN UFC/mL) Minimo Maximo
5,0 0,3 19,2912 0,351 18,591 19,991
1,0 19,217 a 0,351 18,517 19,917
7,0 0,3 19,0512 0,351 18,351 19,751
1,0 18,934 a 0,351 18,234 19,634
. Media (LN Intervalo Confianza (95%
pH Bilis (%) UFC/15(§ uL) EEM Minimo Méiimo)
50 0,3 17,9232 0,349 17,229 18,618
’ 0,5 18,8382 0,349 18,143 19,532
70 0,3 18,762 2 0,349 18,067 19,456
’ 0,5 18,5502 0,349 17,856 19,245

Superindices diferentes muestran diferencias estadisticas significativas (P<0,05)

Tabla 26. Crecimiento de L. plantarum a diferentes niveles de pH, sales biliares y bilis.

pH Sales Media (LN EEM Intervalo confianza (95%)
biliares (%) UFC/mL) Minimo Maximo
5,0 0,3 20,09 0,1231 19,84 20,33
1,0 20,03 0,123 19,78 20,27
7,0 0,3 20,0612 0,123 19,81 20,30
1,0 20,314 0,123 20,07 20,55
- Media (LN Intervalo Confianza (95%)
pH Bilis (%) UFC/ nEL) EEM Minimo Maximo
50 0,3 19,914 2 0,142 19,64 20,19232
’ 0,5 20,1132 0,142 19,83 20,39132
20 0,3 19,2062 0,142 18,93 19,48432
’ 0,5 20,109 0,142 19,83 20,38732

Superindices diferentes muestran diferencias estadisticas significativas (P<0,05)

3.5 Discusion

Caracterizacion estructural: morfologia y tamafio de las microcapsulas

Referente al tamafio de la cdpsula, Chavarri et al. (2010) encontraron un tamaifo de particula

en una matriz encapsulante de alginato-quitosano para L. gasseri CECT de 362 um, este

resultado atribuido principalmente a la matriz y al método de microencapsulacién de




iError! No se encuentra el origen de la referencia.apitulo 3 97

extrusion. Por su parte, Muhammad et al. (2017) encontraron al microencapsular a L.
plantarum KLDS 1.0344 en una matriz de almidén de papa y maltodextrina, un tamafo de
particula de 21,24 pm. De acuerdo a lo anterior, podria establecerse que las BAL en estudio,
obtuvieron tamafos de particula muy inferiores a lo reportado por los investigadores; sin
embargo, Gharsallaoui et al. (2007) mencionan que, dependiendo del material inicial
alimentado y de las condiciones de operacidn, el secado por aspersion produce un polvo muy
fino (10-50um) o particulas de tamafio grande (2-3 mm), razén por la cual es una técnica
comun para producir encapsulados de alimentos (Ahmed et al., 2010; Ferrari et al,, 2012;
Medina-Torres et al., 2013). Aunado a esto, Esquivel et al. (2015) sefialan que el proceso de
microencapsulacion involucra el revestimiento o atrapamiento de un material puro o una
mezcla dentro de otro material, formando una capsula cuyo tamafio aproximado varia de 5 a
300 pm de didmetro. La microestructura de una microcapsula influye en las caracteristicas
fisicas y funcionalidad, dispersabilidad y capacidad de flujo libre (Zhao et al, 2008).
Microcapsulas redondas u ovaladas tienen buena dispersabilidad y pueden ser mas facilmente
distribuidas en el producto final. En el caso de la encapsulacién de probidticos, se debe tener
en cuenta lo siguiente (Martin et al., 2009): (i) el tamafio de particula deseado oscila entre 15-
100 pm, las microcapsulas mayores a 100 um son detectables en la boca y las inferiores a 15
um no dan la suficiente proteccién frente a los agentes externos; (ii) la técnica no debe emplear
agentes externos agresivos que pudieran limitar la supervivencia de los microorganismos; (iii)
se requerira, ademas, un bajo consumo energético, de forma que los costos de la técnica sean

rentables industrialmente.

= Estudio de supervivencia y estabilidad

El factor mas importante en la microencapsulaciéon es la viabilidad y estabilidad de los
microorganismos microencapsulados, y estuvo condicionada a diversos factores, como la
caracterizacion fisica del polvo encapsulado, en esta caracterizacion, se obtuvieron resultados
variables en cada cepa. La actividad de agua de los polvos pese a su alta higroscopicidad
permanecio estable durante el almacenamiento, lo cual contribuyd a la estabilidad de los
polvos de cada BAL. Segtn Fritzen-Freire et al. (2012) podria ser afectado por el tamafio de
particula al relacionar la superficie externa frente a la adsorcién de agua del ambiente. La
humedad de las muestras no presenté diferencias significativas; sin embargo, son mas altas

que algunas reportadas, debido posiblemente a la temperatura de secado (Corcoran et al,,
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2004). No obstante, Arepally et al. (2020), y coincidiendo con lo reportado en la presente
investigacidn, encontraron valores de humedad del polvo probidtico encapsulado de L.
acidophilus en un rango de 4.59%-9.05%. Por su parte Mishra y Athmaselvi (2016) informaron
que el contenido de humedad del polvo encapsulado de Lactobacillus rhamnosus encapsulado
fue de 7,49, 7,10 y 6,51% con una temperatura del aire de entrada de 130, 140 y 150°C
respectivamente. Por su parte, Yoha et al. (2020) encontraron para polvos de L. plantarum
NCIM 2083, valores de humedad 7,5 y 6,8% y actividad de agua de 0,49 y 0,47, asi como
también encontraron unos valores de higroscopicidad en los polvos simbiéticos de 4,74
(g/100g), 5,36(g/100g) y 4,98 (g/100g), observando ademads que estaba significativamente
influenciada por el método de secado y también la formulacién de la solucion de alimentacién.
En otro estudio, Bustamante et al. (2017) encontraron valores de actividad de agua para polvos
de L. plantarum ATCC 8014 microencapsulados con maltodextrina y mucilago de semilla de
chia de 0,24 y 0,27; por otro lado, Muhammad et al. (2017) encontraron valores de humedad
para L. plantarum KLDS 1.0344 microencapsuladas en diferentes matrices de 1,9%, 2,47%,
2,3%y 3,15% al dia 42 de almacenamiento y una actividad de agua con valores de 0,19, 0,28,
0,24 y 0,31. Adicionalmente los autores agregan que la capacidad de
rehidratacién/humectaciéon es directamente proporcional a la solubilidad. Una mayor
solubilidad requiere menos tiempo para iniciar la rehidratacién superficial. Los valores de
higroscopicidad observados en el presente estudio fueron relativamente inferiores respecto a
lo reportado en las investigaciones citadas, esto puede deberse, entre otras cosas, a la
estructura y tamano de particula. Los polvos de la presente investigaciéon presentaron una
superficie lisa y con ausencia de poros, donde la porosidad se encuentra relacionada a elevados
valores de humedad. Respecto a la humectabilidad, Mohammad et al. (2021) encontraron
valores para L. plantarum ATCC 8014-PTCC 1608 microencapsulada por liofilizacién en una
matriz de alginato y leche desnatada de 26,30 y 26,01 seg; sin embargo, Koc¢ et al. (2014),
reportaron valores similares y superiores de humectabilidad en polvos de yogurt por secado
por aspersion de 374 seg o mas de 6 minutos. De acuerdo a Gémez-Arciniegas (2016), la
propiedad de humectabilidad depende en gran parte del tamafio de las particulas; si son
particulas grandes forman poros grandes. La alta porosidad y los pequefios valores del angulo
de contacto entre la superficie del poro y la de penetracion en el agua, también contribuyen a
mejorar la humectabilidad del polvo. Las particulas pequefias que ofrecen una gran relacion
area/masa, no se humedecen individualmente, sino que forman aglomerados quedando

cubiertas por una capa superficial mojada, la cual reduce la velocidad con que el agua penetra
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hacia el interior de las particulas del grumo, lo anterior explica el comportamiento de las
muestras en la presente investigacién. Tonon et al. (2008) explicaron que el mayor gradiente
de concentraciéon de agua en productos de baja humedad puede conducir a un mayor
comportamiento de absorcién de humedad, aumentando asi la Aw y la higroscopicidad. Por
tanto, es evidente que la Aw depende Unicamente de los sitios activos de absorcién de agua
disponibles en el material y de los sitios activos de adsorcién de agua disponibles en la muestra
seca. Por lo general, se prefiere un menor contenido de humedad y Aw para mejorar la
estabilidad de los productos desecados, pero en el caso de los productos probiodticos, un
contenido de humedad demasiado baja (<2%) y una Aw (<0,1) afectarian a las propiedades de
la membrana celular, suprimiendo asi el metabolismo celular, lo que, a su vez, reduciria la

viabilidad de las células durante el almacenamiento.

= Viabilidad y eficiencia del microencapsulado

En cuanto a la viabilidad en el tiempo y eficiencia de microencapsulado las BAL, demostraron
aceptables porcentajes de los dos parametros en mencion, atribuido a la matriz micro
encapsulante de maltodextrina-inulina, y las condiciones de almacenamiento. Asi pues, Valero-
Cases y Frutos (2015) reportaron para L. plantarum CECT 220 (ATCC 8014) microencapsulada
por extrusion y en emulsion con inulina al 2% la mejor respuesta de viabilidad con valores al
dia 0 de 7,37 Log UFC/mLy al dia 30 de almacenamiento de 6,66 Log UFC/mL. En otro estudio,
Bustamante et al. (2017) observaron para L. plantarum ATCC 8014 microencapsulado en una
matriz de maltodextrina+ mucilago de linaza+ mucilago de chia un valor de viabilidad al dia 1
de 10,78 Log UFC/mL y un valor de 10,83 Log UFC/mL al dia 45. Finalmente, Zaeim et al.
(2020) en su estudio evaluaron a L. plantarum PTCC 1896™ microencapsulada en una matriz
de inulina que contenia Ca-alginato+ microcapsulas de quitosano mediante atomizacion
electro-hidrodindmica hallando valores de viabilidad al dia 0 de 9,2 Log UFC/mL a 25°C y un
valor de 7,1 Log UFC/mL al dia 90. Por su parte, Chavarri et al. (2010) encontraron para L.
gasseri microencapsulada en una matriz de alginato+quitosano por extrusién valores de
viabilidad almacenada a 4°C al dia 0 de 9,7 Log UFC/mL y un valor de 7,8 Log UFC/mL al dia
28. En cuanto a la eficiencia de microencapsulacion, Yoha et al. (2020) encontraron para L.
plantarum NCIM 2083, valores de 89,21% y Chavarri et al. (2010) para L. gasseri observaron
un valor de rendimiento de microencapsulacién con un valor de 39,2%. La composicion de la

solucion encapsuladora es relevante porque puede definir el nivel de proteccién contra el
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oxigeno, el acido pH, y la alta concentracién de sal. También puede minimizar los efectos del
tratamiento térmico, mejorando la supervivencia durante el secado y la viabilidad durante el
almacenamiento. Varios agentes encapsulantes (maltodextrina, proteinas, leche desnatada
reconstituida, polisacaridos, entre otros) se han utilizado para proteger a los probioticos del
dafio térmico y la deshidratacién durante el secado por aspersién, mantener su estabilidad
durante el almacenamiento y su viabilidad en las condiciones gastrointestinales del hospedero
(Lapsiri, Bhandari & Wanchaitanawong, 2012; Rajam et al., 2012). Peighambardoust, Tafti &
Hesari (2011) sefialan que, durante el proceso de secado por aspersion, la membrana de las
células probiodticas se dafia, y como resultado, son propensas a la deshidratacion. Entre las
diversas variables del proceso, la temperatura del aire de entrada es una variable critica para
la encapsulacién de los probiodticos. Varios productos alimenticios probidticos se producen
utilizando la técnica de secado por pulverizacién incluyendo yogur, zumo de naranja en polvo,
chocolate (Kearney et al., 2009; Alves et al,, 2016; Klindt-Toldam et al., 2016). Para este tipo
de procesos, se han utilizado diferentes materiales de grado alimentario, como carbohidratos,
proteinas, lipidos y su combinacién. Entre los diferentes polimeros utilizados para la
encapsulacion, los carbohidratos como la maltodextrina se utilizan por su capacidad para
evitar el estrés térmico debido a su alta energia de activacion y el estrés oxidativo durante el
almacenamiento. Por otra parte, la maltodextrina es cominmente utilizada como material de
pared, ya que puede ser facilmente absorbida y digerida. Ademas de sus ventajas, como la alta
solubilidad, la no toxicidad, la baja viscosidad y el coste, son factores importantes para su uso
extensivo como material de encapsulacién. Vasiljevic (2008) y Quigley (2010) demostraron
que ademas de la técnica de encapsulacion, el efecto de proteccion depende en gran medida de
las propiedades funcionales del material pared. Ingredientes no digeribles de los alimentos
como los prebidticos a los que se les atribuyen cualidades protectoras sobre la microbiota
gastrointestinal beneficiosa de humanos y animales podrian aplicarse como material de
recubrimiento. Estos por ser alimentos no digeribles, resistentes a las enzimas digestivas
benefician al hospedero mediante la estimulacion selectiva del crecimiento y /o actividad de
las bacterias en el colon (Fritzen-Freire, et al., 2013). Debido al potencial sinérgico entre
probioticos y prebioticos, la combinacion establece una relacién simbiotica, que beneficia al
hospedero debido a una mayor supervivencia e implantaciéon de microorganismos vivos en el
sistema gastrointestinal (Casiraghi et al, 2007). Aunado a lo anterior, Rajam y

Anandharamakrishnan (2015) y Rodriguez et al. (2012), reportaron el uso de prebiéticos tales
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como almidén resistente, inulina y fructo-oligosacaridos (FOS) en las mezclas de materiales

pared con beneficios evidentes en la viabilidad del encapsulado.

= Exposicion a condiciones gastrointestinales simuladas

Introduciéndose a los ensayos de la resistencia a las condiciones gastrointestinales in vitro, las
BAL en estudio, evidenciaron una tendencia de supervivencia a las mismas, superando las
barreras enzimaticas fisiologicas encontradas en el TGI. Lo anterior atribuido a la proteccion
térmica y de pared del material micro encapsulante, asi como también, a que L. gasseri es un
microorganismo aislado del TGI y el tracto vaginal del ser humano, por tanto, tiene la
capacidad de desarrollarse y establecerse en condiciones, que para otros microorganismos
pudiesen resultar desafiantes. Por su parte, L. plantarum a pesar de que principalmente segtin
la literatura, fue aislada de matrices vegetales y lacteas, demostré en la presente investigacion
y en otras anteriormente mencionadas, que es capaz de superar las barreras fisioldgicas y
establecerse en el intestino. De esta manera, Bustamante et al. (2017) al someter a L.
plantarum a sales biliares (2%) y a un pH acido de 2,0 y pepsina (0,3% v/v) obtuvieron valores
alas 0 horas de 10,8 Log UFC/g y un valor de viabilidad de 10 Log UFC/g a las 6 horas. Por su
parte, Chavarri et al. (2010) reportaron para L. gasseri un porcentaje de viabilidad en
condiciones gastricas con jugos gastricos simulados ajustados a un pH 2,0 de 95% a los 0
minutos y un porcentaje de 92% a los 120 minutos, con un crecimiento limite a este tiempo de
107 UFC/mL, y un valor de viabilidad en jugos intestinales simulados ajustados a pH 7,5 de
7,03 Log UFC/mL a los 0 minutos y un valor de 6,95 Log UFC/mL a los 120 minutos. Garcia-
Godos (2006) al respecto menciona que, un requisito importante para determinar la
utilizacién de los Lactobacillus como probidtico, es que las cepas sean capaces de adherirse a
las células intestinales ya que constituye un prerrequisito para la colonizacion. Dichos
Lactobacillus deben soportar las barreras potenciales tales como pH del estobmago, presencia
de bilis y las interacciones con otros microorganismos presentes en el tracto gastrointestinal;
por tanto, se requieren cepas acido-tolerantes, asi como tolerantes a extractos gastricos y
fluidos duodenales. Nallala et al. (2017) confirmaron que la tolerancia al pH acido y a las sales
biliares de las bacterias lacticas aisladas de heces es mayor que la de los productos lacteos
fermentados. Algunos investigadores atribuyeron dicha tolerancia a las sales biliares a la sal
biliar hidrolasa, que podria ser producida por cepas probidticas y descomponer las sales

biliares conjugadas (Bao et al,, 2010; Guo et al,, 2015). Ademas, la adhesion al epitelio es un
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requisito esencial para que los para que los probiéticos colonicen y compitan con las bacterias
patégenas patdgenas en el tracto intestinal (Argyri et al, 2013; Lee et al, 2015).
Adicionalmente, Margolles y Yokota (2011) sefialan que los microorganismos intestinales han
desarrollado varios mecanismos de defensa contra los &cidos biliares. Estos mecanismos se
han investigado en grupos probioticos, como las BAL y las bifidobacterias, debido a que la
resistencia a acidos biliares es un prerrequisito para su funcionalidad en el intestino. Estos
mecanismos de defensa pueden clasificarse en las siguientes categorias principales: i)
proteccién de la membrana celular, ii) gestion de macromoléculas dafiadas (por ejemplo,
control de calidad de las proteinas mediante chaperonas/proteasas de mantenimiento), y iii)
potenciacién del metabolismo del aztlicar para aumentar el nivel de energia disponible para los
mecanismos de las categorias i y ii. La primera categoria, la proteccién de la membrana celular,
se considera la mas importante. Los mecanismos de esta categoria son los siguientes: i)
bombas de extrusién de acidos biliares (Ruiz et al., 2012; Paul et al,, 2014) produccién de
exopolisacaridos (para proteger la célula de los acidos biliares) (Ruas-Madiedo et al., 2009), y
iii) alteracion de la composicion lipidica de la membrana celular para aumentar su resistencia
a los efectos nocivos de los acidos biliares (Taranto et al., 2003; Kimoto-Nira et al.,, 2009).
Nuestro conocimiento de las alteraciones de los lipidos de la membrana es limitado; la mayoria
de estudios hasta la fecha se han centrado en su composiciéon de acidos grasos. Ademas, la
complejidad de la composicién de los lipidos de membrana y la naturaleza de los lipidos de la
membrana y la naturaleza especifica de las especies dificultan la interpretacion de sus efectos
en la adaptacion/resistencia a los acidos biliares. Kato et al. (2019) utilizaron en su estudio
acido cdlico (AC), un importante acido biliar libre en el intestino humano. El andlisis de la
composicién lipidica de la membrana de las células adaptadas al AC revel6 un marcado
aumento de la proporcion del fosfolipido (PL) cardiolipina (CL), asi como variaciones en el
contenido de glicolipidos (GL). Asi pues, demostraron que, el CL desempefia un papel
importante tanto en la adaptacién al AC como en el mantenimiento de la composicidn lipidica
de la membrana. Estos hallazgos sugieren que el CL, un PL de membrana menor, desempefia
un papel clave en la adaptacion a los acidos biliares en L. gasseri y demuestran la importancia
de las membranas en la resistencia a los efectos nocivos de los acidos biliares. En este contexto,
Begley, Hill y Gahan (2006) sefialan que la hidrolasa de sales biliares (BSH) se utiliza
comunmente como un marcador de cribado adicional porque cataliza la liberacion directa de
acidos biliares. La BSH es una importante proteina implicada en la tolerancia del Lactobacillus

plantarum al &cido biliar (Hamon et al., 2011). La expresion del gen bsh (BSH) se regula en L.
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plantarum después de la exposicidén a la bilis (Bron, Molenaar, de Vos & Kleerebezem, 2006).
Bustos et al. (2012) encontraron que las cepas BSH (+) eran mas resistentes a los efectos
toxicos de los acidos biliares. Se ha establecido una relacién entre la resistencia a la bilis y la
desconjugacién de las sales biliares conjugadas por BSH. Lactobacillus plantarum es un
probidtico ampliamente estudiado y utilizado con una larga historia de aplicacién segura
(Seddik et al., 2017). L. plantarum es portador de cuatro genes bsh (bsh 1, bsh 2, bsh 3 y bsh
4). bsh 2, bsh 3 y bsh 4 estan conservados entre las cepas de L. plantarum, mientras que bsh 1
es variable y parece ser responsable de la actividad global de bsh en las cepas de L. plantarum
(Xiong et al.,, 2017). Al respecto, Lambert et al. (2008) informaron que una forma mutante de
bsh 1 de L. plantarum WCFS1 mostré una menor tolerancia al acido glicocélico: Por lo anterior,
se requieren investigaciones mas detalladas y sistematicas para explorar la relacion entre los
genes bsh individuales y la resistencia a la bilis. Lactobacillus plantarum AR113 ha sido
ampliamente estudiada, se ha demostrado que tiene diferentes funciones probidticas y una
alta actividad de BSH (Wang, Huang, Xia, Xiong & Ai, 2019). En adicién a lo anterior, Kumar et
al. (2012) mencionan que la actividad de desconjugacion se considera un criterio esencial para
la seleccién de aislados probioticos, ya que la desconjugacién de la bilis mediante la hidrolasa
de sales biliares es uno de los mecanismos de eliminaciéon del colesterol por parte de los

organismos probidticos.

Teijeiro et al. (2018), afirman que, con el fin de reducir la pérdida de viabilidad, se pueden
adicionar agentes protectores antes del proceso de secado, donde sus principales
caracteristicas son: (i) ser inocuos, (ii) ser de bajo costo, (iii) estar a una concentracion
adecuada, (iv) mejorar la supervivencia y ademdas conservar las caracteristicas del
microorganismo (probiético o cultivo iniciador), durante el proceso de secado y posterior
almacenamiento. En este orden de ideas, al someter a las BAL a las condiciones operacionales
del secado por aspersion, la seleccién de los materiales que conformaron la matriz
encapsulante, fue unos de los criterios, que ademas de lo anterior permiti6, que las BAL
superen las barreras enzimaticas, asi pues, Cherbut (2002) afirma que la inulina corresponde
a un hidrato de carbono de origen vegetal que resiste la digestion en el tracto gastrointestinal
superior y es fermentada en el colon, aumenta la biomasa fecal y el contenido de agua en las
heces, mejorando asi los habitos intestinales. Gracias a su propiedad de fermentar, afecta
distintas funciones involucradas en la proteccién y reparacion de la mucosa del colon, lo que

puede contribuir a reducir el riesgo de enfermedades intestinales. Zhu et al. (2016) agregan
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que tiene efecto prebidtico, es capaz de mejorar la absorcién gastrointestinal de minerales,
disminuye el riesgo de aterosclerosis y aumenta la saciedad. La inulina tiene bajo valor
caldrico, es hipoglicemiante y tiene la capacidad de mejorar la biodisponibilidad de calcio y
magnesio (Gotteland & Brunser, 2006). Regula pardmetros lipidicos, ademas fortalece el
sistema inmune y puede reducir el riesgo de cancer (Madrigal & Sangronis, 2007). La
maltodextrina es uno de los elementos mas empleados para mejorar el rendimiento en los
productos obtenidos por secado por aspersion. Este elemento, a pesar de haber modificado
significativamente la viscosidad en la mezcla, no es una materia prima determinante para
modificar viscosidad. Santivarangkna, Higl, y Foerst (2008) mencionan que se ha identificado
una amplia variedad de agentes protectores para el proceso de secado por atomizacidn,
encontrandose con mayor frecuencia la leche en polvo descremada (RSM), el lactosuero en
polvo (WPI) y la maltodextrina (MD) con diferentes equivalentes de dextrosa (entre 10y 20).
Actualmente las maltodextrinas son usadas solas o en combinacién con otros materiales en
alimentos, extractos de plantas, aditivos aromaticos, carotenoides y vitaminas, ya que
presentan distintas funciones como son: espesante, propiedades de formacidon de pelicula,
retencion de sabores, ademas de jugar un papel importante en la reducciéon de la

permeabilidad del oxigeno del material pared (Sansone et al,, 2011).

3.6 Conclusion

La informaciéon de los parametros evaluados en este capitulo para L. gasseri sigue siendo
limitada. Significa que el trabajo de investigaciéon realizado puede ser un referente del
microorganismo en la tematica trabajada. La matriz micro encapsulante empleada en la
investigacion favoreci6 la viabilidad en el tiempo de las BAL en almacenamiento, asi como
también, la viabilidad a las condiciones gastrointestinales simuladas, al exhibir los materiales
micro encapsulantes propiedades termo protectoras, de pared, y también con un componente
prebidtico, este tltimo con pertinencia en la estabilidad de los microorganismos y en la salud
del hospedero. La técnica de secado por aspersion, a pesar de sus elevadas temperaturas,
demostroé ser funcional y eficiente, se escogié ademas por su alto rendimiento y bajos costos
respecto a otras técnicas como la liofilizacién. Es importante seguir explorando mediante esta
técnica otras matrices encapsulantes, orientadas a incrementar su funciéon termoprotectora y

mejorar la viabilidad en el tiempo en diferentes condiciones de almacenamiento. En futuras
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investigaciones, se puede dar aplicabilidad al medio PRO como vehiculo y matriz micro
encapsulante, con el fin de dar aplicabilidad en la adicién a matrices alimentarias, por su buena

palatabilidad conferida por el medio.
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4. Capacidad de inhibicion de Lactobacillus
gasseri 'y Lactobacillus plantarum sobre
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes 'y
Escherichia coli 0157:H7

4.1 Introduccion

Singh et al. (2017) sefialan que la administracién de probidticos como microorganismos vivos
en cantidades adecuadas tiene efectos tutiles en la salud y el bienestar del hospedero. Los
probidticos producen sustancias antimicrobianas, desarrollan funcién de barrera de la
mucosa, inducen respuestas inmunitarias y compiten con patégenos por los sitios de
adherencia (Campana, Hemert & Balfone, 2017). El impacto de los probidticos en las
infecciones gastrointestinales se ha confirmado anteriormente (Markowiak & Slizewska,
2017). Los lactobacilos son uno de los principales componentes de la microbiota nativa, y se
caracterizan por ser probidticos que tienen un papel protector contra las infecciones
enteropatdégenas, especialmente la diarrea (Altamura, Maurice & Castagner, 2020). Existen
varias caracteristicas para la seleccion de Lactobacillus como probidticos potenciales,
incluyendo la actividad antimicrobiana frente a varios patégenos, la capacidad de tolerar el pH
acido y de sobrevivir en el TGI, la adhesién a las superficies de la mucosa intestinal e inhibicién
de la adhesion de enteropatdgenos en el intestino (Mu, Tavella & Luo, 2018). Chen etal. (2019)
mencionan que los Lactobacillus tienen las propiedades beneficiosas de las terapias biologicas
y los biolégicos inmunomoduladores. Ademdas del beneficio probidtico, varios estudios
recientes han demostrado el efecto o antimicrobiano de Lactobacillus, Georgieva et al. (2015)
y Inglin et al. (2015) agregan que los mecanismos antimicrobianos del Lactobacillus incluyen
competencia por los nutrientes; la producciéon de compuestos inhibidores; la estimulacion
inmunitaria, la competencia por los sitios de unién; la capacidad de reducir el pH intestinal a
través de la producciéon de acido lactico, acido acético, acido féormico y otros acidos; y la
secrecion de ciertas moléculas antimicrobianas, como etanol, acidos grasos, perdoxido de
hidrégeno y bacteriocinas. Adicionalmente, Quigley (2020) sefiala que varios estudios han
demostrado que la disfuncion del microbioma intestinal estd vinculada a la progresion de
varias enfermedades, en particular las gastrointestinales. Por tanto, dada la importancia de los
probidticos en la salud, pueden ser eficaces en la prevencién o reduccién de los dafios

inducidos por las enfermedades gastrointestinales (Vasquez et al., 2019; Cameron et al., 2017).
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En este orden de ideas, en el presente capitulo se determiné la concentracién minima
inhibitoria (CMI) de las cepas lacticas haciendo uso de diferentes métodos, con el fin de inhibir
a los patégenos propuestos en la investigacidn, asi como también, verificar la produccién de

exopolisacaridos, elementos asociados al componente de inhibicion.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Consideraciones Eticas

Remitirse al capitulo 2, pagina 30.

4.2.2 Localizacion

Remitirse al capitulo 2, pagina 30.

4.2.3 Ensayos de inhibicion

Para determinar la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de L. gasseri'y L. plantarum sobre
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y Escherichia coli 0157:H7 y tomando como

referencia el método de Kirby-Bauer (1966), se propuso los siguientes métodos:

= Método de disco de agar
Para este método se inocul6 a las BAL previamente ajustadas a la escala de Mcfarland de 4 (1,2
x 109 UFC/mL) en toda la superficie de una caja de Petri que contenia agar MRS + azul de
anilina, en las concentraciones de 90, 120 y 150 pL y se llevaron a incubacién en condiciones
aerobias a 37°C por 24 h. Transcurrido este tiempo, se inoculé en toda la superficie con ayuda
de un hisopo estéril, a las cepas patdégenas previamente ajustadas a la escala Mac Farland 0.5
(1,5X108 bact/mL) en cajas de Petri con agar Mueller Hinton; posteriormente, utilizando un
sacabocados se tomaron los discos de agar con las BAL con sus respectivas concentraciones y
se colocaron en la caja de Petri con las bacterias patogenas. Inmediatamente después se
llevaron a incubaciéon en condiciones aerobias a 37°C por 12 h. La inhibicién se determind por
el halo producido alrededor del disco de agar impregnado de las bacterias lacticas después de

24 horas de crecimiento en el medio BHI donde crecieron las bacterias patégenas. Siguiendo
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la metodologia de Ramirez-Ramirez et al. (2011), se tuvo en cuenta la distancia desde el borde
del disco de agar de las bacterias lacticas hasta el extremo del halo formado por la inhibicién
de las bacterias patégenas. El tamafio critico del halo para determinar si hay inhibicion fue

igual o superior a 2 mm.

= Obtencion del sobrenadante de Lactobacillus gasseri y Lactobacillus
plantarum.

De acuerdo a la metodologia utulizada por Sinsajoa y Narvaez (2019) para la evaluacion de la
CMI en los siguientes métodos se utiliz6 el sobrenadante, por tanto, la obtencién del
sobrenadante se realiz6 de la siguiente manera: (i) A partir de las bacterias lacticas
previamente sembradas en cajas de Petri con agar MRS y azul de anilina por 24 horas. se
tomaron de tres a cuatro colonias y se sembraron en caldo MRS a 37°C por 24 horas en
condiciones aerobias. (ii) Se realizé el ajuste de indculo a escala MacFarland a una
concentracion de 1,2 x 102 UFC/mL, correspondientes a un patrén 4 en la escala, a una
densidad éptica de 625 nm. (iii) A partir de las bacterias lacticas previamente sembradas y
ajustadas, se tomd 1,5 mL de la muestra y se deposité en tubos eppendorf de 2 mL. (iv) A
continuacion, se llevaron las muestras a centrifugar en una criocentrifuga con una temperatura
controlada de 4°C, y una velocidad de 13.500 r.p.m por 15 minutos. (v) Después de este
procedimiento las bacterias lacticas se separaron en dos fases, la primera con el sobrenadante
y la segunda con el precipitado (en este caso es la biomasa de las bacterias lacticas). (vi)
inmediatamente se tom6 una muestra cruda del sobrenadante, es decir sin filtrarlo, y otras se
filtraron de la siguiente manera: Con una jeringa de 5 mL, se extrajo el sobrenadante y se filtré
la muestra usando membranas de 0,2 um en tubos eppendorf previamente estériles. Una vez
filtrados los sobrenadantes se tomaron tres muestras de las cuales una se neutraliz6 a pH 6,0
para eliminar el efecto de los &cidos, otra muestra se someti6 a calentamiento a 80°C por 10
minutos para eliminar el efecto enzimatico y, finalmente una muestra se neutralizé y se llevé
a 80°C. Para las muestras sin filtrar se tomd el mismo nimero de ejemplares y se realiz el

mismo tratamiento.
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= Método modificado por difusién en agar con discos impregnados (PADS)

Tomando como referencia el método Kirby Bauer (1966), se ejecut6é el método de discos
impregnados de la siguiente manera: (i) Se recortaron discos de papel pads esteriles utilizados
para absorber medios de cultivo con un didmetro de 9 mm y se llevaron a esterilizar en
autoclave durante 15 minutos a 121°Cy 15 psi; se esperd a que estos estuvieran a temperatura
ambiente y completamente secos. (ii) En cAmara de flujo laminar se dispensé sobre cada disco
80,90y 100 pL del sobrenadante y se dejo secar durante una hora para finalmente obtener los
discos impregnados del sobrenadante. (iii) Posteriormente se tom6 un hisopo de algodén las
bacterias patdgenas y se distribuyeron en cajas con agar Mueller Hinton; luego se colocaron
los discos impregnados con las diferentes cantidades de sobrenadante con pinzas estériles. Las
cajas de Petri sembradas se incubaron a 37°C por 12 horas. Transcurrido este tiempo se midi
(en milimetros) el radio del halo formado. Un halo igual o superior a 2mm se consideré como

inhibidor del efecto de las bacterias patégenas.

= Método de difusion en pozos

El siguiente método consistié en realizar una serie de pozos o hendiduras con la bacteria
patégena ajustada a escala 0.5 McFarland e inoculada en cajas de Petri con agar Mueller Hinton,
empleando un sacabocado estéril de 4 mm de didmetro se realizaron dos hendiduras en la base
de cada pozo selldndose con 0.05 mL (50 pl) de agar nutritivo derretido. En seguida se deposité
sobre estos cilindros plasticos diferentes cantidades del sobrenadante a razén de 90, 125y
150 pL de las muestras filtradas y sin filtrar con los tratamientos ya mencionados. Finalmente,
y sin invertir las cajas, se llevaron a incubacion por 12 horas a 37°C. Un halo igual o superior a

2 mm se considera como inhibidor del efecto de la bacteria patégena.

= Método de pozos doble capa modificado
Este método es similar al anterior mencionado, y consistid inicialmente en (i) preparar cajas
de Petri con agar Mueller Hinton donde se realizaron 2 pozos empleandose la boca de una
punta estéril de 8 mm de diametro. (ii) La base de cada pozo se sell6 con 0,05 mL (50 uL) de
agar nutritivo derretido. (iii) Posteriormente se anadi6 en cada pozo las respectivas cantidades

indicadas del sobrenadante filtrado y sin filtrar con los tratamientos descritos (90,125 y 150
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uL). (iv) Después las bacterias patégenas ajustadas a escala 0,5 McFarland, se mezclaron con
agar nutritivo derretido a razén del 10% y se vertid sobre el agar formandose una doble capa.
(v) Las cajas se llevaron a incubar 37°C por 12 horas, tiempo transcurrido donde se midi6 el
radio del halo formado en milimetros, un halo igual o superior a 2mm se considerdé como

inhibidor del efecto de las bacterias patégenas.

= Ensayo de susceptibilidad de agentes antimicrobianos- Discos de

antibioticos para antibiograma

Para determinar el perfil sensibilidad/resistencia, inicialmente se ajustaron las bacterias
lacticas a la escalad de McFarland de 1,25 y patégenas a 0.5 en la escala de McFarland
equivalente a 1,5 x 107 UFC/mL. Posteriormente, se inocul6 la superficie de cajas de Petri con
agar MRS+azul de anilina para las cepas lacticas y cajas de Petri con agar Mueller Hinton para
las cepas patdgenas, pasando varias veces el hisopo sobre toda la superficie. Luego, con una
pinza estéril se tom6 cada disco de antibiético los cuales se distribuyeron de tal forma de no
quedar a menos de 24 mm de distancia entre centros. Cada disco se presion6 para asegurar
contacto pleno con la superficie del agar. Paso a seguir, las cajas se invirtieron para evitar la
acumulaciéon excesiva de humedad y se llevaron a incubacién a 37°C por 12 horas.
Transcurrido este tiempo, se examinaron las placas, midiendo los halos de inhibicién
alrededor de cada disco y se compararon con los didmetros de los halos de inhibicién estandar:
de esta manera los microorganismos se clasificaron como sensibles, intermedios o resistentes
a los agentes antimicrobianos testados (ampicilina (AMP) 10 pg, penicilina (P) 10 IU,
vancomicina (VAN) 30 ug, cefalotina (KF) 30 pg, ciprofloxacina (CIP) 5 pg, gentamicina (CN)
10 pg, dicloxacilina (DCX) 1 pg, cefatoxime (CTX) 30 pg, meticilina (5 pg), florfenicol (FFC) 3

Hg).

4.2.4 Verificacion de produccion de exopolisacaridos (EPS)

Para esta determinacion se inocularon las bacterias lacticas en dos medios de cultivo: (i) caldo
MRS + sacarosa (5%) y (ii) Medio PRO, por 24 h a 37°C. Posteriormente, de acuerdo a lo
descrito por Elinalva et al. (2012), se utilizaron discos de papel de filtro estéril (5 mm)
impregnados con 5 pL de cultivo lactico en cajas de Petri con agar MRS para observar la
producciéon de EPS (Guimardes et al, 1999). El ensayo se realiz6 bajo las siguientes

condiciones: nivel de pH (6,0 £+ 0,2) y diferentes temperaturas (28 + 2°C,35+2°2Cy 42 + 2
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2C), y se llevaron a incubacion en condiciones aerobias durante 7 dias, 48 horas y 24 horas, a
las temperaturas respectivas. Después de la incubacidn, la produccion de EPS se evalué con
base en la formacién de una colonia mucoide alrededor de los discos. La produccién de este
biopolimero por los aislados se confirm6 ademas mezclando una porciéon de la sustancia
mucoide en 2 mL de alcohol absoluto donde la precipitacion de esta porciéon confirmé la

presencia del EPS.

4.3 Analisis estadistico

Para determinar si existen diferencias entre capacidad de inhibicién de las cepas lacticas y su
sobrenadante se utilizé un disefio completamente al azar con 5 réplicas, y las diferencias se
determinaron con la prueba de Tukey. Donde se tomaron 60 mediciones de inhibicién para
cada cepa lactica para cada cepa patdgena. En el caso de la verificacion de produccién de
exopolisacaridos se hard una comparacién descriptiva en cuanto a la producciéon en dos
medios de cultivo (medio PRO y medio enriquecido). Todos los andlisis de inferencias
estadistica se realizaran con un nivel de significancia del 5%. Los datos se recopilaron y
organizaron en Microsoft Excel y para su andlisis se proceso la informacién en el paquete

estadistico R. Version 14.0 (2019).

4.4 Resultados

o Ensayos de inhibicion

Para la determinacion de la concentracién minima inhibitoria en los diferentes métodos frente
a las cepas patdgenas, se encontré para L. gasseri frente a los microorganismos patégenos,
diferencias significativas entre los tratamientos evaluados (P<0.05). Como se puede observar
en las figuras 24-4, 25-4 y 26-4, L. gasseri present6 mayor tamafo de inhibicién en el método
con disco de agar, seguido por el método PADS, y finalmente los métodos de pozos, siendo
estos ultimos similares entre si. Luego de encontrar que el método de discos de agar muestra
los halos mas grandes, los resultados indicaron que las tres concentraciones son similares,
dado que no existieron diferencias significativas (P>0,05). Los halos formados en los diferentes

métodos se presentan en la figura 27-4.
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Figura 24-4. Determinacion de los halos de inhibicidn para L. gasseri frente a E. coli 0157:H7

9
a

8
—7 - b b b
g T
56 T T B AGAR
\:
-8 5 OPADS
24 d d d
= d EDCAP
k= 3 T T T
<
e?2 0 PZ
w
1

0 o T T T

FpH6 FpH 6y 80°C SFpH6 SFpH 6 y 80°C
Condicidén de evaluacion

W Método discos de agar; OMétode modificado por difusidén en agar con discos
impregnados (FADS): @ Método doble capa modificade:; EAMétodo de difusién en
pOZos

Figura 25-4. Determinacién de los halos de inhibicién para L. gasseri frente a S. aureus

10
— g 7
£ 8- b
z 7
= T
‘g 6 - be T WAGAR
= 5 ¢ T
= ) d OPADS
T d g d d g “
T o3 p— B DCAP
=
g 2]

1 BPZ

0 - ; ; : ,

FpH& F pH 6 80°C SFpHB SFpH& 80°C
Condicion de evaluacion

B Metodo discos de agar: OMétodo modificado por difusion en agar con discos
impregnados [PADS): @ Método doble capa modificado: BMétodo de difusién en
POZOS



12( Capacidad de inhibicion de Lactobacillus plantarum y Lactobacillus gasseri sobre
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y Escherichia coli 0157:H7

Figura 26-4. Determinacion de los halos de inhibicion para L. gasseri frente a L. monocytogenes
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Figura 27-4. Formacion de halos de inhibicién de L. gasseri

A: Método discos de agar; B: Método modificado por difusién en agar con discos impregnados
(PADS); C: Método difusidn en pozos; D: Método pozos doble capa modificado.
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Por su parte, para L. plantarum se encontraron diferencias estadisticas significativas (P<0,05)
entre los tratamientos de los diferentes métodos propuestos frente a los microorganismos
patogenos. En las figuras 28-4, 29-4 y 30-4 se puede observar que el tratamiento que utilizé
agar muestra mayor halo de inhibicion, seguido por el método de PADS, y finalmente los
métodos de pozo doble capa y difusiéon en pozo. Respecto al método de discos de agar, se
observaron diferencias significativas en las concentraciones (P<0,05). Se encontr6 en la
concentracion de 150 pL una reduccién en los halos de inhibicién, siendo similar las
concentraciones de 90 y 120 pL. Los halos formados en los diferentes métodos se presentan

en la figura 31-4.

Figura 28-4. Determinacion de los halos de inhibicién para L. plantarum frente a E. coli

0157:H7
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Figura 29-4. Determinacién de los halos de inhibicion para L. plantarum frente a S. aureus
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Figura 30-4. Determinacién de los halos de inhibicion para L. plantarum frente a L.

monocytogenes
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Figura 31-4. Formacion de halos de inhibicién

A: Método discos de agar; B: Método modificado por difusion en agar con discos impregnados
(PADS); C: Método difusidn en pozos; D: Método pozos doble capa modificado.

En la tabla 27, se presenta los ensayos de susceptibilidad de agentes antimicrobianos-discos
de antibidticos para antibiograma, donde se encontrd para las cepas lacticas un perfil de
resistencia frente a penicilina, ampicilina, cefalotina, ciprofloxacina, gentamicina, vancomicina
y dicloxacilina (figura 32-4). Respecto a las cepas patdgenas, también se encontré una
resistencia importante a antibiéticos como cefatoxime, ampicilina, penicilina, cefalotina
ciprofloxacina, dicloxacilina, vancomicina y florfenicol (figura 33-4). Como criterio para
estimar el halo de medicion se tomo lo establecido por the Clinical and Laboratory Standards

Institute (CLSI) y por el manual de antibiograma de LABORCLIN.
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Tabla 27. Ensayos de susceptibilidad frente a agentes antimicrobianos de las cepas lacticas y
patdégenas

Antibiético L. gasseri L. plantarum E. coli S. aureus L. monocytogenes
0157:H7
(mm) | Nivel | (mm) | Nivel | (mm) | Nivel | (mm) | Nivel | (mm) Nivel
Cefatoxime 26 Sa 34 Sa 32 Sb 23 Rb 21 Re
(CTX) 30 ug
Vancomicina 21 Sa 10 Ra 21 Sb 32 Sb 18 Rb
(VAN) 5 ug
Ampicilina 15 Ia - Ra - Rb - Rb 32 Se
(AMP) 10 pg,
Penicilina (P) 5 Ra 20 Sab - Rab - Rb 36 Se
101U
Cefalotina (KF) - Rab 12 Ra 13 Rb 14 Rb 12 Re
30 pg
Ciprofloxacina 2 Ra 12 Ra 36 Sb 22 Sha 14 Re
(CIP) 5 pg
Gentamicina 12 Ra 13 Ra 15 Rb 24 Sb 32 Scb
(CN) 10 pg
Dicloxacilina - Ra - Ra - Rb - Rb - Re
(DCX) 1 pg
Florfenicol 31 Sa 34 Sa 26 Sb 21 Rb 15 Re
(FFC) 3 pg
Meticilina (ME) 22 Sa 25 Sa 16 Sb 12 Sb 23 Se
5ug

Nivel: S: sensible; I: intermedio; R: resistente; a. CLSI (2012); b. LABORCLIN (2013); c. CLSI (2007).

Figura 32-4. Antibiograma de las cepas lacticas

Y/

/
Cefatoxime (CTX)
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Figura 33-4. Antibiograma de las cepas patégenas

Cefatoxime (CTX)
30 pg

Finalmente, en la verificacién de producciéon de exopolisacaridos (EPS) de las cepas lacticas se
encontré un resultado positivo cuando se sometié a las cepas a la condicién de 28°C durante 7
dias en los medios propuestos; no obstante, en las otras condiciones a pesar de presentar
crecimiento bacteriano, no se observo la formacion de colonia mucoide, por lo tanto, se reporté
como negativo (tabla 28). En la figura 34-4 se presenta la formacion en caja de Petri de colonia
mucoide alrededor de los discos de papel pads, adicionalmente se observa un crecimiento
caracteristico de las BAL, atribuido al periodo de tiempo que se dejaron en incubacidn:
Igualmente, se puede observar la precipitacidn de la colonia mucoide en alcohol absoluto como

confirmacién de la produccién de EPS.

Tabla 28. Produccién de exopolisacaridos (EPS) en las cepas lacticas.

Verificacion producciéon de exopolisacaridos (EPS)
Condicion L. gasseri L. plantarum
Medio MEDIO PRO Medio Medio PRO
MRS+Sacarosa MRS+Sacarosa
(5%) (5%)
28°Cx 7 dias + + + +
35°Cx48h - - - -
42°Cx24h - - - -
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Figura 34-4. Produccién de EPS en las cepas lacticas

A: L. gasseri ATCC® 19992; B: L. plantarum ATCC® 8014

4.5 Discusion

o Ensayos de inhibicién

En la evaluacién de los métodos de concentraciéon minima inhibitoria, se encontré una
respuesta ideal de las BAL frente a los microorganismos patégenos, inhibiendo ampliamente y
con halos importantes a los mismos. Gunyakti y Ozusaglam (2018) encontraron para L. gasseri
aislada de leche materna, didmetros de halos de inhibicién para E. coli 0157:H7 de 3,5 mm; S.

aureus ATCC 25923 de 8,20 mm; L. monocytogenes ATCC 7644 de 14,19 mm; Y. enterocolitica
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NCTC 11175 de 5,08 mm; entre otros. En otros estudios, Fernandez, Boris y Barbes (2003)
informaron que las bacterias lacticas inhiben el desarrollo de muchos patégenos entéricos y
desempefian un papel importante en el tratamiento de trastornos gastrointestinales tanto en
humanos como en animales. Por tanto, se espera que una cepa que se defina como un cultivo
probiodtico inhiba el desarrollo de microorganismos patégenos mediante la secreciéon de
diversas sustancias antimicrobianas en un habitat colonizado. Osama et al. (2017) registraron
la actividad antimicrobiana de L. gasseri EMCC 1930 contra P. aeruginosa, E. coli y S. aureus
causales de infecciones por biofilm. Por su parte, Stoyancheva y Chorukova (2015)
investigaron la actividad antimicrobiana de la cepa G7 de L. gasseri contra varios
microorganismos patdgenos como E. coli LMG 8063, E. faecalis LMG 7937T, Enterococcus sp.
PO-2, S. aureus LMG 8224, y Candida parapsilosis. Hossain et al. (2021) observaron que las
cepas lacticas L. plantarum M.2 y L. curvatus B. 67, exhibieron un significativo efecto inhibidor
sobre la motilidad natatoria y la expresion de varios genes asociados a la patogenicidad y a la
formacién de biopeliculas en L. monocytogenes. Asimismo, Ma et al. (2020) hallaron al someter
a L. plantarum KLDS 1.0328 un efecto inhibitorio importante frente a L. monocytogenes CMCC
54004 y E. coli ATCC 25922. Algboory y Muhialdin (2021) agregan que la leche de camello
fermentada con L. plantarum 1S10, demostro6 una actividad antimicrobiana significativa frente
a E. coli y S. aureus subsp. aureus. Ademas, Alhaj et al. (2018) informaron de la actividad
antimicrobiana de la leche de camello fermentada contra Bacillus cereus, Salmonella
typhimurium y S. aureus, mientras que la leche cruda no demostré ninguna actividad

antimicrobiana contra estos patégenos.

Se ha descrito a lo largo del texto, que la produccidn de sustancias antimicrobianas, como los
acidos organicos favorecen la actividad antimicrobiana y antagonista de las BAL. Es el caso del
acido lactico (no disociado), de acuerdo a Oda et al. (2002) el mecanismo de inhibicion
probablemente esta relacionado con la solubilidad dentro de la membrana del citoplasma; y
con la insolubilidad del lactato disociado, que provoca la acidificacion del citoplasma y el
fracaso de las fuerzas motrices de protones. Finalmente influye el gradiente de pH
transmembranal y disminuye la cantidad de energia disponible para que las células crezcan.
Respecto al acido acético, Messens y De Vuyst (2002) mencionan que se utiliza en diferentes
alimentos para inhibir el crecimiento y reducir la viabilidad de las bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas, levaduras y hongos. En general, tiene un efecto bacteriostatico al 0,2 %,

mientras que el efecto bactericida sélo esta presente por encima de 0,3 %, y es mas eficaz
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contra las bacterias Gram negativas. Sin embargo, este efecto depende del pH, y el efecto
bactericida es mas pronunciado a pH acido (<4,5). La acidificacion y la produccién de acido
acético por los lactobacilos heterofermentativos contribuye al aroma y evita el deterioro por
hongos. En cuanto al acido propionico, se utiliza en los alimentos como agente fungistatico,
pero también es eficaz para controlar el crecimiento y reducir la viabilidad de las bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas. Este acido también se utiliza para controlar los hongos en
quesos, mantequilla y productos de panaderia, y para prevenir el crecimiento de bacterias y
levaduras en el sirope, la salsa de manzana y algunas frutas frescas (Ray, 2004). Las BAL
heterofermentativas producen acido propiénico s6lo en cantidades minimas. El acido
propiénico interactia con las membranas celulares para neutralizar el gradiente
electroquimico de protones, pero su efecto depende a menudo de la disminucién del pH
causada por el acido lactico. Este acido reduce el crecimiento de los hongos, especialmente a
pH mas acido bajo, y afecta alas membranas flngicas a valores de pH inferiores a 4,5 y también
inhibe la captacion de aminoacidos, incluso a niveles de acido de 0.1-0.2 %. Las sales del acido
propidnico, como el propionato de sodio y el propionato de amonio, muestran un efecto similar
contra hongos y levaduras a pH acido. Las propionibacterias se han utilizado para la
produccién de acido propidnico, vitamina B12 y biomasa en medios a base de suero de leche
(Schiirer & Magnusson, 2005). La produccién de H,0; por parte de las bacterias lacticas puede
prevenir el crecimiento de patégenos transmitidos por los alimentos y también puede ser
beneficiosa en la conservacion de alimentos (Dahiya & Speck, 1968). Las bacterias lacticas que
producen H20; han demostrado que inhiben el crecimiento de microorganismos psicrotrofos
y patoégenos a temperaturas de refrigeracion. El modo de acciéon del sistema de
lactoperoxidasa, que se encuentra en la leche, tiene efectos antimicrobianos especificos contra
bacterias y hongos. El sistema requiere peréxido de hidrogeno y tiocianato para una actividad
optima, por lo que es principalmente activo contra los microorganismos que producen
peréxido de hidrogeno (Hz0:). También se sabe que el perdxido de hidrogeno por si solo es
bactericida dependiendo de las concentraciones aplicadas y de factores ambientales como pH
y temperatura. La temperatura es también un parametro muy importante para determinar la
eficacia esporicida del perdxido de hidrégeno. Se ha comprobado que éste es débilmente
esporicida a temperatura ambiente, pero muy potente a temperaturas mas elevadas (Abriouel
et al,, 2004; Ammor & Mayo, 2007). Del mismo modo, la actividad antimicrobiana de las BAL
se atribuye a las bacteriocinas, estas se clasifican como péptidos sintetizados por los ribosomas

péptidos, como proteinas bioldgicamente activas o complejos proteicos con actividad
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antimicrobiana contra especies estrechamente relacionadas, y son producidas por diferentes
grupos de bacterias. Las bacteriocinas tienen varias propiedades que las hacen adecuadas para
su uso en la conservacion de alimentos: Son sustancias generalmente reconocidas como
sustancias seguras (GRAS); no son activas y no son toxicas para las células eucariotas; son
inactivadas por las proteasas digestivas, por lo que tienen poca influencia en la microbiota
intestinal; en general, son resistentes al calor (pueden mantener la actividad antimicrobiana
tras la pasteurizacién y esterilizacion); y tienen un espectro antimicrobiano relativamente
amplio contra muchas bacterias patégenas y de los alimentos(Savadogo et al., 2006). El modo
de accion bactericida suele actuar sobre la membrana citoplasmatica de las bacterias, no existe
resistencia cruzada a los antibioticos y sus determinantes genéticos suelen estar codificados
por plasmidos, por lo que no es necesario que se produzcan cambios en la composicidn de las

bacterias lo que facilita la manipulacidn genética (Annou et al.,, 2007).

e Verificacion de produccion de exopolisacaridos (EPS)

Continuando con lo propuesto en el trabajo de investigacion, los exopolisacaridos (EPS) tienen
también, pertinencia en dicha actividad antimicrobiana. Asi pues, Parveen Rani, Anandharaj y
Ravindran (2018) demostraron al caracterizar el EPS de L. gasseri FR4 una actividad biol6gica
frente a Escherichia coli MTCC 2622, Listeria monocytogenes MTCC 657, Staphylococcus aureus
MTCC 3160 y Enterococcus faecalis MTCC 439, este EPS, exhibi6 ademads propiedades
antioxidantes y antibiofilms. Feriala, Ebtehag y Sakr (2020) demostraron el efecto
antimicrobiano de un EPS producido por L. plantarum 47FE y L. pentosus 68FE frente E. coli, S.
typhimerium y S. aureus. Sanchez, Bressollier y Urdaci (2008), sefialan que se ha demostrado
que varios factores de los lactobacilos estan implicados en su actividad probidtica, incluyendo
componentes de la superficie celular y metabolitos. Liu et al. (2011) examinaron el impacto de
fracciones celulares y EPS de lactobacilos en las células de cancer de colon, e informaron que
los EPS revelaron el mayor efecto citotoxico entre las fracciones probadas y redujeron la
proliferacion de las células de colon. De acuerdo a Burns et al. (2011), los EPS son uno de los
componentes bacterianos producidos por bacterias acido lacticas (BAL) y se ha descubierto
que tienen un papel importante en la actividad probiética, incluyendo la supervivencia, la
adhesion y el efecto antitumoral. Caggianielo, Kleerebezem y Spano (2016) mencionan que
recientemente, las bacterias productoras de EPS han recibido una atenciéon considerable

debido a la implicaciéon potencial de los polimeros en la interaccion entre las bacterias y el
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huésped. Los EPS de las BAL muestran una gran variaciéon en su composicién de azicares, que
puede dividirse en homopolisacaridos, que consisten en un tipo de monosacarido, y
heteropolisacaridos, que consisten en una columna vertebral de unidades repetitivas que se
componen de dos o mas tipos de monosacaridos. Las BAL producen principalmente
heteropolisacaridos que consisten en diferentes azicares como glucosa, galactosa, manosa,
ramnosa, N-acetilglucosamina y N-acetilgalactosamina (De Vuyst & Degeest, 1999). Ciszek-
Lenda et al. (2011) adicionan que existe una gran diversidad en la composicion y estructura
de los heteropolisacaridos dentro de las BAL y esta diversidad puede dar lugar a una variacién
en la funcionalidad. Los mismos autores examinaron el efecto de los EPS aislados de diferentes
cepas de lactobacilos (L. reuterii 115, L. johnsonii 142, y L. animalis/murinus 148) sobre la
produccién de citoquinas por parte de los macréfagos, encontrando que los EPS de lactobacilos
tienen un efecto inmunorregulador en los macréfagos y el perfil de citoquinas inducido por los
EPS dependi6 de la cepa. Ademas, sugieren que la diversidad estructural y de composicion
entre estos EPS podria ser responsable de la variacidon de su actividad inmunomoduladora.
Dentro de este orden de ideas, los Lactobacillus spp., como potenciales microbios probiéticos,
pueden activar la inmunidad innata y adaptativa al colonizar las células epiteliales intestinales
(Dongarra et al., 2013). La inmunidad innata se caracteriza por la activacién de inmunocitos,
como las células asesinas naturales, las células dendriticas y los macréfagos, que son capaces
de fagocitar bacterias patdgenas y liberar antigenos. La inmunidad adaptativa consiste en la
inmunidad celular y humoral. Algunos lactobacilos confieren una funcién inmunorreguladora
al huésped mediante la liberacion de citoquinas, lo que se considera una funcién importante
de los probidticos (Marin et al., 1997). Las citoquinas proinflamatorias IL-6, [L-12 y el factor
de factor de necrosis tumoral (TNF)-a, se ha descubierto que aumentan en las células
epiteliales intestinales en condiciones inflamatorias (Gao et al., 2017). Ademas, algunas cepas
de Lactobacillus tienen una actividad inmunorreguladora, Lactobacillus gasseri 4M13 ha
demostrado tener un efecto en la inmunidad del huésped a través de la modulacién de las
citoquinas proinflamatorias, cuyas potenciales propiedades probiodticas también fueron
reveladas mediante la secuenciacién del genoma completo (Oh et al., 2018), asi mismo se ha
demostrado que Lactobacillus plantarum NDC 75017 y los EPS aislados de Lactobacillus
acidophilus NCFM estan implicados en efectos inmunorreguladores mediante la activacion de
las proteinas NF-kB y p38 de la proteina quinasa activada por mitégenos (Li et al., 2014; Jiang
et al,, 2016). Sun et al. (2020) observaron que el pretratamiento de L. gasseri ]M1 mejoré la

respuesta inflamatoria inducida por LPS con la regulacién a la baja de las citoquinas
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proinflamatorias y de las citoquinas antiinflamatorias (IL-4, IL10, IFN-y y TGF-33). Las
citoquinas antiinflamatorias como la IL-4 y el IFN-y han demostrado desempefiar un papel
crucial en la diferenciaciéon de los linfocitos B y también en la inhibicién de la respuesta
inmunitaria de tipo Th-2 (Machura et al., 2007), lo que sugiere el potencial inmunorregulador
de las cepas lacticas contra el estrés por LPS. Recientemente, los probiéticos han sido
considerados como una opcién para aliviar la inflamacién, en un estudio comparativo,
aleatorizado y con control doble ciego, el consumo diario de productos lacteos que contienen
L. gasseri CECT 5714 durante 3 meses en nifios alérgicos, mejord los parametros inmunitarios
innatos y especificos, e indujo un aumento significativo de los recuentos de lactobacilos en las
heces (Martinez-Cafiavate et al., 2009). Del mismo modo, Lactobacillus paraplantarum MTCC
9483 mostré propiedad antiinflamatoria en condiciones de LPS donde los niveles de expresion

de ARNm de IL-4 e IL-10 fueron reguladas al alza (Devi et al., 2018).

Otra finalidad para los EPS derivados de BAL es su uso en la industria alimentaria como
emulsionantes, estabilizadores, espesantes, agentes gelificantes; asi como para retener
humedad, para influir en la reologia, firmeza y sinéresis; y para mejorar la textura las
propiedades sensoriales. Se utilizan debido a sus propiedades fisicas, su comportamiento no
newtoniano y su alta viscosidad en medios acuosos (Ripari, 2019; Abid et al,, 2021). Ademas
de tener efectos tecnolédgicos positivos, los EPS producidos por BAL también pueden inducir
actividades antimicrobianas y antioxidantes beneficiosas que aumentan aiin mas su potencial
de aplicacion en la industria alimentaria (Nehal et al., 2019; Bomfim et al., 2020). Los EPS
tienen multiples usos en diversos sectores alimentarios, pero especialmente en las areas de

lacteos fermentados, no lacteos, panaderia e industria carnica.

= Ensayo de susceptibilidad de agentes antimicrobianos- Discos de

antibioticos para antibiograma

Finalmente, para la determinacion de perfil de sensibilidad/resistencia frente agentes
microbianos, se observé que, de acuerdo a las referencias para clasificar los halos en las BAL,
se evidencio perfil de sensibilidad; sin embargo, se encontr6 resistencia a varios antibioticos,
un resultado similar se observd en los microorganismos patégenos. En contraste con lo
encontrado en la presente investigacion, autores como Gunyakti y Ozusaglam (2019)
reportaron para L. gasseri MA-4 un perfil de sensibilidad a ampicilina (10 pg), amoxicilina (30

ug) y penicilina (10 ug) y un perfil de resistencia a gentamicina (10 pg). Por su parte, Valente
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et al. (2019) encontraron para L. plantarum B7 un perfil de sensibilidad a ampicilina (10 pg),
ciprofloxacina (5 pg) y penicilina (10 pg), y un perfil de resistencia a gentamicina (10 pg).
Segun la literatura, las especies de Lactobacillus aisladas de diversas fuentes, se observaron
como susceptibles a los antibiéticos $-lactamasas como la amoxicilina, ampicilina, penicilina G
y cloxacilina (Ammor, Flérez & Mayo, 2007). También suelen presentar propiedades de
resistencia intrinseca (no transmisible) hacia los aminoglucésidos (amikacina, kanamicina y
gentamicina) (Casarotti etal., 2017) y el grupo de las quinolonas (acido nalidixico y ofloxacina)
(Hummel et al., 2007). En algunos otros estudios, la susceptibilidad a los antibiéticos ha sido
utilizado como criterio importante para que una cepa sea un buen probiotico. Por otro lado,
Zhang, Lvy Zhang (2018) informaron que las cepas probioticas con resistencia intrinseca a los
antibiéticos (no transmisible) son importantes para restaurar la homeostasis microbiana del
tracto gastrointestinal después del tratamiento con antibidticos de enfermedades
gastrointestinales causadas por microorganismos patégenos. Por tanto, se puede considerar
que la resistencia de las cepas lacticas a algunos antibidticos no supone ningun riesgo para la
salud del hospedero. Respecto a E. coli 0157:H7, Assefa et al. (2019) reportaron al someter a
este microorganismo a pruebas de susceptibilidad contra ocho antibidticos tales como:
gentamicina, kanamicina, cloranfenicol, ciprofloxacina, estreptomicina, tetraciclina, acido
nalidixico y ampicilina, una resistencia a ampicilina y estreptomicina. También se dice que la
estreptomicina y ampicilina son los dos fenotipos de resistencia mas frecuentemente co-
transferidos entre los aislados de E. coli resistentes a la sulfonamid (Sunde & Norstrom, 2005).
La cepa E. coli 0157:H7 tiene niveles intrinsecos mucho mas altos de resistencia a diferentes
antibioticos debido a la eficacia de la membrana externa (ME) como barrera y a través de las
bombas de eflujo de multiples fAirmacos. Las bombas de eflujo (BE) ayudan a reducir la
permeabilidad de la ME y, por tanto, reducen la captaciéon de antibiéticos, lo que provoca
resistencia a los farmacos. Las BE afectan a casi todas las clases de antibiéticos, incluidos los
macrolidos, las tetraciclinas y las fluoroquinolonas. Estos antibidticos actiian sobre la
inhibicion de la biosintesis del ADN o de las proteinas y, por tanto, necesitan penetrar en la
célula para ejercer su efecto. Por su parte, Almutairi et al. (2021) observaron al evaluar la
susceptibilidad a agentes antimicrobianos para S. aureus, que mas del 35% de las cepas
bacterianas de S. aureus aisladas mostraron resistencia a la vancomicina, la penicilina y la
eritromicina. Estudios recientes han demostrado que S. aureus asociados con la infeccién por
el virus de la gripe aumenta el riesgo de neumonia y la consiguiente mortalidad (Jia et al,,

2019). Otro punto importante entorno a este microorganismo, es la infeccién por S. aureus
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resistente a la meticilina (SARM), lo cual se han convertido en uno de los problemas de salud
publica del siglo XXI (Choi et al., 2010). En un estudio de metaanalisis, el SARM represento el
43,0% de los aislamientos de S. aureus confirmados, lo que indica que las infecciones por SARM
son cada vez mas frecuentes en todo el mundo (Dadashi et al, 2018). La incidencia y
prevalencia de la resistencia a los antibidticos del SARM es una amenaza importante para la
atencién sanitaria mundial. En comparacién con las infecciones causadas por S. aureus sensible
a la meticilina S. aureus (MSSA), los pacientes con infecciones inducidas por SARM tienen una
tasa de mortalidad significativamente mayor y estancias hospitalarias mas prolongadas
(Wassmann et al., 2018). Este mismo, puede producir enterotoxinas y toxinas formadoras de
poros a para destruir las células y los tejidos del huésped, causando infecciones cutdneas,
infecciones del tracto urinario (ITU), infecciones del torrente sanguineo, intoxicaciones
alimentarias y enfermedades respiratorias. Ademas, existen otros factores determinantes de
la virulencia de S. aureus, como la toxina 1 del sindrome de shock téxico (TSST-1). Las cepas
resistentes a los farmacos no sélo se presentan en las enfermedades infecciosas, sino también
en otras enfermedades clinicas, como la quimioterapia, el tratamiento preoperatorio con
antibiéticos y el trasplante de érganos. La resistencia puede producirse a través de la
transferencia horizontal de genes mediada por plasmidos u otros elementos genéticos moéviles
o mutaciones en los genes cromosémicos (Foster, 2017; Okwu et al.,, 2019). El SARM también
se refiere a la resistencia a los antibi6ticos similares a la penicilina, como penicilina,
amoxicilina, oxacilina y meticilina en S. aureus. Ademas de la resistencia a la penicilina, el SARM
también es muy resistente a muchos otros antibiéticos, como los macroélidos, la tetraciclina, los
aminoglucésidos y la fluoroquinolona (Lee et al., 2013; Kot et al,, 2020). La vancomicina, la
tigeciclina, el linezolid y la ceftarolina se han convertido en la principal opcién para el

tratamiento del SARM. Sin embargo, cada vez hay mas casos de resistencia a los farmacos.

Finalmente, Troxler et al. (2000) sefialan que se han detectado dos tipos de resistencia en
cepas de L. monocytogenes, por un lado, esta la resistencia natural o intrinseca, que puede
presentarse mediante la interferencia de enzimas inactivadoras, ocasionadas por mutaciones
espontaneas en genes constitutivos de las bacterias; y por otro lado la resistencia adquirida,
que puede darse mediante mecanismos de resistencia cromosomales o extracromosomales,
mediados principalmente por plasmidos. L. monocytogenes presenta resistencia natural o
intrinseca a las cefalosporinas de tercera generacion, aztreonam (AZT), fosfomicina (FOS),

acido pipemidico y dalfopristin (SYN). Los primeros estudios de resistencia antimicrobiana en
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L. monocytogenes describian principalmente resistencia a un s6lo antimicrobiano (Walsh et al,,
2001; Conter et al., 2009), pero actualmente se puede ver que los dltimos estudios se estan
centrando en describir y analizar la multiresistencia (Yang et al.,, 2010; Garedew et al., 2015).
Dentro de los antimicrobianos mas frecuentemente implicados en mecanismos de resistencia
se encuentran las tetraciclinas y gentamicina (Bertsch et al.,, 2014; Khen et al,, 2015), seguido
por otros antimicrobianos como penicilina, clindamicina, sulfametoxazol-trimetoprim (Walsh
et al,, 2001; Bertsch et al,, 2014;). En los ultimos afos, también se ha visto la relevancia de
ciprofloxacino, encontrando alta resistencia a este antimicrobiano de un total de 18
antibioticos probados (Yang et al., 2010), y, por otro lado, observando susceptibilidad
disminuida o resistencia intermedia en cepas de alimentos y en cepas clinicas principalmente
en el caso de ciprofloxacino y gentamicina (Soni et al., 2014). La prevalencia de estos aislados
de Listeria spp. resistentes a los antibidticos en las producciones ganaderas es
extremadamente peligrosa, ya que pueden transferirse facilmente tanto a los seres humanos
como a los animales. Sin embargo, parece imposible determinar en qué consiste el mecanismo
de resistencia de estas bacterias sin que se realicen mas investigaciones moleculares de los
genes de resistencia a los medicamentos. Las pruebas aportadas de investigaciones anteriores
han sugerido que Listeria spp. esta estrechamente relacionada con enterococos, estreptococos
y estafilococos, y la transferencia de pldsmidos y transposones portadores de genes de

resistencia a los antibidticos a Listeria spp. en el medio ambiente (Safdar & Armstrong, 2003).

4.6 Conclusion

Se encontr6 que el método que mostré la mejor efectividad fue el de difusién de discos
impregnados en agar (PADS) seguido de método de discos de agar. No obstante, se observd en
los métodos restantes una aceptable inhibicién segtn los limites minimos establecidos en la
literatura. Este resultado corresponde a un hallazgo confirmatorio de la importante capacidad
de inhibicion de las cepas lacticas en estudio frente a patdgenos reconocidos por su
patogenicidad y contaminacion. Por su parte, se verifico la produccidn de exopolisacaridos de
las cepas lacticas en una de las condiciones establecidas, evidencia de lo anterior se ha

reportado recientemente en la literatura.

Respecto a los ensayos de susceptibilidad a agentes antimicrobianos o antibioticos, se observd

al tomar como referencia guias internacionales y reportes de investigacion, un perfil
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considerable de resistencia a diferentes antibioticos. En efecto, los resultados observados
generan un nivel de confiabilidad importante para el uso de las cepas lacticas L. gasseriy L.
plantarum en la prevencién de infecciones bacterianas causantes de morbilidad y mortalidad
en las producciones pecuarias y en la salud del consumidor; ya sea mediante su aplicacién en
los alimentos balanceados y/o forrajes y/o suplementos dietarios liquidos o en polvo

(microencapsulados).
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Conclusion General

El crecimiento de las cepas lacticas en los medios de cultivo propuestos, fue superior a 3,0x10°
UFC/mLy se observé que en los dos medios se alcanzaron fases logaritmicas similares. Por su
parte para L. gasseri se observo una mejor produccidén de acido lactico en el medio PRO,
mientras que en L. plantarum se observo una mejor respuesta en las variables evaluadas en la
cinética de fermentacién en el medio PRO. Respecto a la matriz microencapsulante, la eleccion
de maltodextrina e inulina demostro tener un papel funcional como material de pared y con
efecto prebiotico y termoprotector, favoreciendo la viabilidad de las cepas en almacenamiento
y cuando se sometid a las mismas a condiciones gastrointestinales. Se encontré también un
tamafio de capsula de acuerdo a los limites establecidos, con una superficie lisa y con ausencia
de porosidad. Finalmente, se reportd un importante efecto inhibitorio de las BAL frente a las
cepas patdgenas, encontrando que este efecto en todos los métodos propuestos, sin embargo,
los métodos con mejores halos de inhibicién fueron: el método de discos de agar, y método de
difusion en agar con discos impregnados (PADS). De acuerdo a lo anterior, es posible afirmar
que las BAL en estudio corresponden como una alternativa inocua y altamente viable para su
aplicacion en produccion animal, con el fin de, enmarcados en la prevencién y manejo, evitar
morbilidad y mortalidad en los animales, asi como también en la industria alimentaria para
efectos de conservacion e inhibicién de patégenos potencialmente dafiinos en la cadena

alimentaria.
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ANEXOS

Anexo A. Instrucciones de uso para microorganismos KWIK-STIK™

En cdmara de flujo laminar tipo II, y después de dejar que la bolsa KWIK-STIK™ sin abrir
se equilibre temperatura ambiente, abrir la bolsa por la muesca y retirar la unidad KWIK-
STIK™.

Tirar de la lengiieta para retirar la etiqueta y colocar en la placa del cultivo principal el
registro de control de calidad.

Apretar (una sola vez) la ampolla en la parte superior de KWIK-STIK™ (justo por debajo
del menisco de liquido de la ampolla) situado en la tapa para liberar el liquido hidratante.
Sujetar en posicion vertical y golpear sobre una superficie dura para facilitar el flujo de
liquido a través del eje hacia la parte inferior de la unidad que contiene el sedimento.
Dejar que el liquido hidratante fluya a través del eje del hisopo y hacia la parte inferior
de la unidad que contiene el sedimento.

Apretar en la parte inferior de la unidad, triturando el sedimento en el liquido hasta que
la suspension del sedimento sea homogénea.

De Inmediato, saturar bien el hisopo en el material hidratado y transferir a las cajas de
Petri con el agar nutritivo.

Inocular la caja del cultivo principal haciendo rodar el hisopo con suavidad sobre un
tercio de la caja

Utilizando un asa estéril, crear vetas para facilitar el aislamiento de colonias.

De Inmediato, llevar a incubar las cajas de Petri con el cultivo principal inoculado a 37°C
por 24 horas.

Anexo B. Determinacion de Proteinas “método Lowry” modificado

Curva estandar: se establecera una curva de 0 a 0.3 mg/L. dentro de una serie de tubos de
ensayo de 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 mL de la solucién de seroalbiimina y se complet6 a 1mL
con agua destilada.

Método:

Se ajusta 1 mL del patrén de la curva estandar y de las muestras

Se adiciona 0.5 mL de N,OH 2N a todos los tubos

Colocar en bafio Maria a temperatura de ebullicién durante 20 minutos
Reposar en bafio de agua fria

Adicionar 0.5 mL de H2S04 2.6 N

Adicionar 0.9 mL de solucion A

Llevar por 10 minutos en la oscuridad
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= En este momento de debe preparar la solucion C y adicionar 3mL a la muestra problema
de la siguiente manera.

. Volumen a preparar
Volumen de Folin = - — X 14
15 (sumatoria de la proporcion 1: 14

e A continuacion, se lleva 10 minutos a bafio Maria a 50°C
o Se Reposa en agua fria
¢ Finalmente se lleva a leer en espectrofotometro las absorbancias a 750 nm

Calculo: los datos de absorbancia y concentracion de la curva estandar, son graficados para
obtener una regresion lineal donde el coeficiente de correlacién no debe ser menor de 0.99,
reordenar la ecuacion en términos de concentracién y sustituir las lecturas D.O obtenidas de
las muestras problema, teniendo en cuenta de multiplicar por el factor de dilucion.

Anexo C. Método de Antrona o Dubois

Fundamento: la reacciéon de antrona constituye la base de un método conveniente para la
determinacion de hexosas, aldopentosas y acidos hexouronicos, bien sea que estén libres o
formando parte de los polisacaridos. La soluciéon azul-verdosa muestra una absorbancia
maxima a 625 nm.

Reactivos:

= Antrona
»  Acido sulftirico 10% y 96%
=  Glucosa anhidra

Lavado de vidrieria con H2S0. al 10%. La vidrieria para las dosificaciones como para las
diluciones deberan estar previamente lavadas con H;SO4 al 10%, se dejaran en remojo los
tubos con el mismo acido por 24 horas, luego se deberan desocupar y dejarse invertidos para
su secado por lo menos 3 horas.

Curva Estandar

Preparacion del reactivo de Antrona: disolver 200 mg (0,2 g) de Antrona en 100 mL de
H2S04 al 96% en un balén aforado y conservarlo cubierto con papel aluminio.

Solucion Madre: Disolver 1,25 g de glucosa anhidra en un balén aforado de 250 mL, hasta
completar su volumen con agua destilada y esterilizada.

Solucion estandar: De la solucién madre trasferir 1 mL en un balén aforado de 100ml, hasta
completar su volumen con agua destilada y esterilizada.



144 Anexos

Dilucién patroén: se establece una curva estandar de 0 a 50 mg/L. después de efectuar una
dilucién de 1/10 de la soluciéon madre (500 mg/L), depositar en una serie de tubos 0-0,25-
0,50-0,75-1.0-1,25-1,50-1,75-2,0-2,5 ml de la solucién madre y completar a 2,5 mL con agua
destilada.

Adicion de la Antrona

= Se depositaran 5 mL de la solucién preparada en cada diluciéon (3 tubos) de los
diferentes tubos. Estos tubos se colocan perpendiculares en un recipiente con
abundante hielo y agua, el tiempo maximo de permanencia en este son 2 minutos.

= Agitar en un vortex continuamente hasta homogenizar la solucion.

= Llevar a ebullicién por 10 minutos todos los tubos al mismo tiempo.

= Enfrian posteriormente en un recipiente con abundante hielo y agua, el tiempo maximo
de permanencia en este son 2 minutos.

= Agitar en un vortex y esperar 15 minutos para eliminar las burbujas de aire y el
empafiamiento de los tubos.

» Llevar alectura al espectrofotometro a 625 nm en un periodo maximo de 30 minutos.

» Elblanco se lee por duplicado. El blanco es 2,5 mL de agua destilada.

Procedimiento para azicares totales para la muestra a evaluar

» Tanto la curva estdndar como las muestras a dosificar sufren el mismo tratamiento,
mas la dosificacion de azicares totales es realizada sobre 2,5 mL de muestra
convenientemente diluida conservados en congelacion.

= Paralas muestras de azucares se hacen diluciones 10-1, 10-2, 10-3, 10-4 de cualquiera de
las muestras obtenidas en los diferentes tiempos de la cinética en agua destilada,
filtrada y estéril para correr D.O.

= Seescoge la dilucion a trabajar correspondiente a la densidad éptica entre 0 y 1, si esta
requiere se debe diluir.

= A continuacion, se lleva cada dilucién de cada tiempo de la cinética a esta dilucidn.

= Una vez hechas las diluciones se procede a tomar de cada una de ellas 2,5 mL de la
muestra y se deposita en un tubo de ensayo (lavado previamente con H2S04 al 10%
durante toda la noche).

= Posteriormente a esta muestra de 2,5 mL se le deposita 5 mL de la solucién de antrona
ya preparada anteriormente y se sigue el mismo procedimiento que en la curva
estandar.

= Elblanco se prepara con 2,5 mL de agua destilada mas 5 mL del reactivo de Antrona.
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Determinacion del consumo de Azicares
Curva patron

Para calcular la cantidad de solucién estandar y agua en cada tiempo se debe dividir la
cantidad total de solucién estandar y agua (2,5 mL) entre el niimero de tiempos y asi
ubicarlos en orden ascendente para la solucién estandar y descendente para el agua
en la tabla de distribucién.

Ejemplo: 2,5 mL solucién estandar/ 10 tiempos= 0,25 mL

Tabla de distribucion

Tiempos Solucion estandar Agua (mL) Solucién estandar
(mL) (SE) (A) + agua (SE+A)
0 0 2,50 2,50
1 0,25 2,25 2,50
2 0,50 2,00 2,50
3 0,75 1,75 2,50
4 1,00 1,50 2,50
5 1,25 1,00 2,50
6 1,50 0,75 2,50
7 1,75 0,50 2,50
8 2,00 0,75 2,50
9 2,25 0,25 2,50
10 2,50 0 2,50

Se utilizan 0,5 g de glucosa anhidra en 100 mL de agua destilada para preparar la
solucion madre. (Esta solucién debe ser preparada el mismo dia de la prueba) o
también se utilizan 1,25 g de glucosa anhidra en 250 mL de agua destilada para
preparar la solucion madre. (Esta soluciéon debe ser preparada el mismo dia de la
prueba).

Se toman 0,5 mL de la soluciéon madre en 50 mL de agua destilada para preparar la
solucion madre estandar. (Esta solucion debe ser preparada en el momento de la
prueba) o también se toman 1 mL de la solucién madre en 100 mL de agua destilada
para preparar la solucion madre estandar. (Esta solucion debe ser preparada en el
momento de la prueba)

Calculos para el cambio de unidades
Se parte con el siguiente calculo;

1,25 g/ 250 mL= 0,005 g/mL
(0,005 g/mL x 1 mk) / 100 sak= 0,00005g/mL (Concentracion 1).
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0,00005 g/ mL x (1000 mg/1g) x (1000 L/ 1L) = 50 mg/ L

Una vez encontrada la concentracion 1, se pasa a encontrar las concentraciones de
cada tiempo, con la siguiente ecuacion;

Volumen 1 x Concentracion 1 = Volumen 2 x Concentracion 2
Reemplazando los valores en la formula asi;
0,25 mL (SE) x 0,00005 g/mL (C1) = 2,50 mL (SE+A) x C2
C2= (0,25 mL x 0,00005 g/mL) / 2,50 mL
C2=0,00000055 g/mL
0,0000005 g/mkx (1000 mg/4g) x (1000 mL/4k) = 5 mg/L Concentracion 2 en mg/L
Este procedimiento se repite para todos los tiempos de la tabla para encontrar la

concentracion 2, que permite junto con las absorbancias obtenidas realizar la curva
patron y obtener posteriormente la ecuaciéon de la recta.

Y=mx+b
Ejemplo:
Tiempos Concentracion Absorbancia

0 0 0

1 5 0,059
2 10 0,121
3 15 0,181
4 20 0,244
5 25 0,305
6 30 0,369
7 35 0,435
8 40 0,499
9 45 0,564
10 50 0,627

Fuente: Trabajo de grado Calpa y Chaspuengal (2014)
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Posteriormente se debe ingresar a Microsoft Excel la tabla anterior y graficar la
ecuacion de la recta para obtener la curva patrén y el valor de R2 debe aproximarse a
1.

Curva de calibracion de aziicares totales

0,7
y =0,0126x - 0,0052
0,6 R?=0,9998
0,5
g ]
20t
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e

<
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Concentracion mg/L

Ejemplo 2: 2,5 mL solucién estandar/ 8 tiempos= 0,3125 mL

Tiempos Solucién estandar Agua (mL) Solucién estandar
(mL) (SE) (A) + agua (SE+A)
0 0 2,50 2,50
1 0,3125 2,1875 2,50
2 0,625 1,875 2,50
3 0,9375 1,5625 2,50
4 1,25 1,25 2,50
5 1,5625 0,9375 2,50
6 1,875 0,625 2,50
7 2,1875 0,3125 2,50
8 2,5 0 2,50

Se parte con el siguiente calculo;

1,25 g/ 250 mL= 0,005 g/mL
(0,005 g/mL x 1 mk) / 100 sak= 0,00005g/mL (Concentracion 1).
0,00005 g/ mkE x (1000 mg/4g) x (1000 L/ 1L) =50 mg/ L

Una vez encontrada la concentracion 1, se pasa a encontrar las concentraciones de
cada tiempo, con la siguiente ecuacién;

Volumen 1 x Concentracion 1 = Volumen 2 x Concentracion 2
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Reemplazando los valores en la formula asi;

0,3125 mL (SE) x 0,00005 g/mL (C1) = 2,50 mL (SE+A) x C2
C2=(0,3125 mL x 0,00005 g/mL) / 2,50 mL
C2=0,00000625 g/mL

0,00000625 g/mk x (1000 mg/4g) x (1000 mL/4k) = 6,25 mg/L Concentracion 2 en
mg/L

Este procedimiento se repite para todos los tiempos de la tabla para encontrar la
concentracion 2, que permite junto con las absorbancias obtenidas realizar la curva
patréon y obtener posteriormente la ecuacion de la recta.

Y=mx+b
Ejemplo:
Tiempos Concentracion Absorbancia

0 0 0

1 6,25 0,099
2 12,5 0,19
3 18,74 0,274
4 25 0,365
5 31,2 0,45
6 37,5 0,54
7 43,74 0,623
8 50 0,711

Fuente: Tesis maestria Fajardo-Argoti

Posteriormente se debe ingresar a Microsoft Excel la tabla anterior y graficar la
ecuacion de la recta para obtener la curva patrén y el valor de R2 debe aproximarse a
1.
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Curva patron Lactobacillus plantarum ATCC
8014

0,8
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04 y = 0,0141x + 0,0086
0,3 R2=10,9997

0,2

0,1

Absorbancia 650 nm

0 10 20 30 40 50 60
Concentracion mg/L

Fuente: Tesis maestria Fajardo-Argoti

Determinacion del consumo de aziicares
Curva Consumo de azucares

Para esta determinacién se debe hallar la concentracion mg/L de cada tiempo,
despejando la ecuacion Rz que se obtuvo en el anterior procedimiento. De la siguiente
manera;

Y=mx+b>b

Donde;

y= Absorbancia

x= Concentracion (mg/L)
m= Pendiente

b= ordenada al origen

Posteriormente se debe reordenar la ecuacidn para encontrar la concentracion (mg/L)
de cada tiempo, asi:

_O=-b
B m

X
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Ejemplo:
Se obtuvo la ecuacién de la curva patrén:

Y=0,0141x+ 0,0086
Y= mx +b

Se reordena la ecuacién reemplazando el valor de las absorbancias de las lecturas de
D.O obtenidas en cada tiempo, asi:

Absorbancia T1: 0,045

_ (1,135 —10,0086)
B 0,0141

X =79,89 mg/L Concentracién T1

Posteriormente se realiza una tabla en Microsoft Excel para obtener la grafica del
consumo de azucares, siempre teniendo en cuenta que debe graficarse a la dilucion
trabajada, por ejemplo:

Tiempo | Concentraciéon mg/L | Tiempo diluci1()n
10

0 79,89 0 7,98
2:50 78,82 2:50 7,88
5:50 72,87 5:50 7,28
8:50 69,6 8:50 6,96
11:50 69,81 11:50 6,98
14:50 61,3 14:50 6,13
17:50 60,09 17:50 6,09
20:50 55,84 20:50 5,58
23:50 51,52 23:50 5,15

Fuente: Tesis de maestria Fajardo-Argoti
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Consumo de Azucares Lactobacillus plantarum
ATCC 8014 x dilucién 10*
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Fuente: Tesis de maestria Fajardo-Argoti

Determinacion Produccion de proteinas

Curva patroén

Para calcular la cantidad de solucién estandar y agua en cada tiempo se debe dividir la
cantidad total de solucién estdndar y agua (1 mL) entre el nimero de tiempos y asi
ubicarlos en orden ascendente para la solucidn estandar y descendente para el agua
en la tabla de distribucidn. Se establece la curva patréon de 0-300 mg/L.

Ejemplo: 1 mL solucidn estandar/ 8 tiempos= 0,125 mL

Tiempos Solucién estandar Agua (mL) Solucién estandar
(mL) (SE) (A) + agua (SE+A)
0 0 1 1
1 0,125 0,875 1
2 0,25 0,75 1
3 0,375 0,625 1
4 0,5 0,5 1
5 1,625 0,375 1
6 0,75 0,25 1
7 0,875 0,125 1
8 1,00 0 1

Se utilizan 0,15 g de glucosa anhidra en 50 mL de agua destilada para preparar la
solucién estdndar de seroalbumina bovina. (Esta soluciéon debe ser preparada el
mismo dia de la prueba).
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Se toman 5 mL de la solucién madre en 50 mL de agua destilada para preparar la
soluciéon madre. (Esta solucién debe ser preparada en el momento de la prueba)
Se parte con el siguiente calculo;

0,15g/ 50 mL= 0,003 g/mL
(0,003 g/mL x 5 mk) / 50 sak= 0,0003g/mL (Concentracion 1).
0,0003 g/ mkx (1000 mg/4g) x (1000 mk/ 1L) =300 mg/ L

Una vez encontrada la concentracidn 1, se pasa a encontrar las concentraciones de
cada tiempo, con la siguiente ecuacidn,

Volumen 1 x Concentracion 1 = Volumen 2 x Concentracion 2
Reemplazando los valores en la formula asi;

0,125 mL (SE) x 0,0003 g/mL (C1) = 1 mL (SE+A) x C2
C2= (0,125 mL x 0,0003 g/mL) / 1 mL
C2=0,0000375 g/mL

0,0000375 g/mk x (1000 mg/4g) x (1000 mL/4k) = 37,5 mg/L Concentracion 2 en
mg/L

Este procedimiento se repite para todos los tiempos de la tabla para encontrar la
concentracion 2, que permite junto con las absorbancias obtenidas realizar la curva
patron y obtener posteriormente la ecuacion de la recta.

Y=mx+b
Ejemplo:
Tiempos Concentracion Absorbancia

0 0 0

1 37,5 0,053
2 75 0,108
3 112,5 0,172
4 150 0,228
5 187,5 0,282
6 225 0,34
7 262,5 0,396
8 300 0,458

Fuente: Tesis de maestria Fajardo-Argoti
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Posteriormente se debe ingresar a Microsoft Excel la tabla anterior y graficar la
ecuacion de la recta para obtener la curva patron y el valor de R2 debe aproximarse a
1.

Curva patron Proteinas Lactobacillus
plantarum ATCC 8014

0,5
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0,15
0,1
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y=0,0015x+0,0027
R*=0,9997

Absorbancia 750 nm

0 50 100 150 200 250 300 350
Concentracion mg/L

Determinacion de la produccion de proteinas
Curva Produccion de proteinas

Para esta determinacién se debe hallar la concentracion mg/L de cada tiempo,
despejando la ecuacién Rz que se obtuvo en el anterior procedimiento. De la siguiente
manera;

Y=mx+Db
Donde;

y= Absorbancia

x= Concentracion (mg/L)
m= Pendiente

b= ordenada al origen

Posteriormente se debe reordenar la ecuacién para encontrar la concentracion (mg/L)
de cada tiempo, asi:

P it
m
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Ejemplo:
Se obtuvo la ecuacién de la curva patrén:

Y=0,0015x+0,0027
Y= mx +b

Se reordena la ecuaciéon reemplazando el valor de las absorbancias de las lecturas de
D.O obtenidas en cada tiempo, asi:

Absorbancia T1: 0,855

_ (0,855 —10,0027)
B 0,0015

X =568,2 mg/L Concentraciéon T1

Posteriormente se realiza una tabla en Microsoft Excel para obtener la grafica de
produccion de proteinas, siempre teniendo en cuenta que debe graficarse a la diluciéon
trabajada, por ejemplo:

Tiempo | Concentraciéon mg/L | Tiempo dilucién

102

0 568,2 0 5,68
2:50 486,2 2:50 4,86
5:50 464,7 5:50 4,64
8:50 458,2 8:50 4,58
11:50 488,2 11:50 4,88
14:50 419,5 14:50 4,19
17:50 380,9 17:50 3,81
20:50 284,9 20:50 2,85
23:50 234,8 23:50 2,34

Fuente: Tesis de maestria Fajardo-Argoti
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Produccion de Proteinas Lactobacillus plantarum
ATCC 8014 x dilucién 10?
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