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RESUMEN.,

Muchos métodos de inmovilizacidn de células pueden ser desarrollados de algunas
imitaciones naturales por atrapamiento de organismos en polfmeros naturales.

La aplicacion de las células inmovilizadas de Lactobacillus spp. en el presente
trabajo tuvo como objetivo el poderlas usar en la elaboracidn de "probidticos”, cuya
definicidnes: "suplementos alimenticios con microorganismos vivos, con efectos benéficos
en ¢l anima) huésped y con la finalidad del mejoramiento del balance de microorganismos
intestinales”, Una de las caracterfsticas mds importantes es que estén vivas las bacterias, por
este motivo se estudio la viabilidad de las bacterias inmovilizadas para lo cual sc realizaron
esferas simples y enriquecidas donde se determind su viabilidad,

. La mayor sobrevivencia se presentd al utilizar esferas enriquecidas conservadas

a4 C, sin importar el medio de mantenimiento utilizado (get blando o SSF). A diferencia

de las esferas simples en donde 1a viabilidad de las bacterias es alta también pero si estdn
en un medio con mayor humedad (SSF) ya 4 °C.



LOINTRODUCCION

Hace miles de afios ¢l hombre  descubrid como  hacer pan, vino y como curtir
cuero, fa habilidad para proveerse de éstas necesidades bdsicas de cada dfa para vivir,
también quizo entender ¢l curso de los procesos bioldgicos complicados.  En fechas
recientes se pudo comprender et metaholismo celular y la posesion de enzimas cataliticas.
Sin embargo, la adquisicién de estos conocimientos pudo volverse un deseo para s
proezas, como usar el potencial de las células y enzimas para uso doméstico, industrial
y con propdsitos médicos. .,

Desde 1960 varios articulos sobre enzimas inmovilizadas han sido publicados
primordialmente por el potencial que estas nuevas técnicas representan.  Estos métodos
permitieron el desarrollo de inmovilizacién de células y enzimas, si bien, se sigue
estudiando e incrementando su importancia con ¢l mejoramiento de la produccion  de
enzimas microbianas mediante ingenicrfa gendtica. Esta capacidad con métodos nuevos
y mids econdmicos, llevard a la estabilidad de enzimas a crear muchos empleos en la
explotacién comercial de la tecnologfa de la inmovilizacidn,,,,

Los autores Tosa et al 1967,1968 y Chibata et al 1972 fueron los primeros en
tener éxito en la aplicacion industrial de la inmovilizacion de enzimas para la
produccién continua de L. - aminodcidos y DL- aminodeidos, La produccidn de dcido 6-
aminopenicildnico, fructuosa, y obtencitin de penicilina por enzinus triovilizadas, pronto
siguieron en los Estados Unidos, Europa y- Japdn respectivamentc. s,

Las células microbianas que contienen sistenas multienzimifticos al  ser
inmovilizadas pueden ser usadas como catalizadores sélidos, existe la posibilidad de
que los métodos fermentativos, que involucran reacciones multienzimdticas puedan ser
reemplazadas por las reacciones enzimdticas continuas usando inmovilizacion de células, o,

Sin embargo, existen pocos reportes sobre células inmavilizadas, Chibata et al.
(1974¢) 'y Tosa et al. (1974). estudiaron la inmovilizacion de células microbianas
completas, por ejemplo  E. coli que tiene una alta actividad de aspartasa, y en 1973
tuvieron éxito en la aplicacion industrial de célulus inmovilizadas  para la produccidn
continva de dcido L-aspdrtico a partir de fumarato de amonio. Estd fue la primers
aplicacidn industrial internacional de células microbianas inmovilizadas.



En 1974 Chibata et al. (1975¢) y Yamamoto et al. (1976, 1977) tuvieron éxito en
la aplicacidn de la produccidn industrial del deido L- mudlico a partiv de fumarato usande
Brevibacterium ammoniagenes inmovilizada con alty actividad de fumarasa. y,,

2.0 GENERALIDADLES

2.1 INMOVILJZACION DE CELULAS MICROBIANAS.

La inmovilizacion estd definida como la limitacidu de la materia dentro de un medio
sélido, Ifquido o gaseoso, esto es, probablemente debido al estado en que la mayoria de
los microorganismos existen en la naturaleza, Las bacterias son atrapadas naturalmente en
fango o absorbidas en materiales inertes o substratos de crecimiento. Igual sucede con
algunas enzimas que pueden ser absorbidas naturalmente sobre partfculas de tiesra y también
hay muchas algas que producen palisacdridos extracelulares para adherirse a superficies y
sobrevivir en perfodos de sequia.g,

Muchos métodos de inmovilizacion de células, pueden ser desarrollados de algunas
imitaciones naturales por atrapamiento de organismos en polfmeros naturales, se necesitan
algunos mejoramicntos naturales para incrementar la estabilidad fisica de las preparaciones
y otras por unidn natural, por madificacidn cavalente celular y asi encaminar muchas de .
sus actividades biolggicas. g,

El uso de células inmovilizadas ticne muchas ventajias sobre el usa de c¢élulas
libremente suspendidas. La principal entre estas son: la capacidad de rehusar las células
inmovilizadas y la facilidad con la cual las células pueden ser separadas de la mezcla de
reaccién, previniendo asf contaminacion de fos productos.

Otro beneficio de la inmovilizacidn es que puede ser reversible. Las células
inmovilizadas resisten mds al congelamiento que las células no inmovilizadas.

Los métodos para inmovilizacidn de células microbianas pueden ser clasificadas en
tres categorfas semejantes a los de inmovilizacién de enzimas y éstos son; ligadas a un
soporte, entrecruzamiento y atrapamiento. De estos métadas, ¢l de atrapamiento ha sido
extensamente usado. g,



2.1.1 METODO DE UNION A UN SOPORTE.

El método de unidn a un acarreador est{ basado en la unidn directa de células
microbianas a acarreadores insolubles en agua. Las células microbianas son unidas
iénicamente a soportes conteniendo residuos de intercambio idnico. Hattori y Furusaka
{ 1960,1961) unieron células E. coli y células de Azorohacter agile  a Dowex-1.
Observaron que estas células inmovilizadas mostraban actividad oxidativa para glucosa y
deido succfnico.

Sin embargo éste método no se considera muy ventajoso ya que células y enzimas
pueden satirse del soporte debido a la autdlisis durante la reaccidn enzimdtica.q,,

2.1.2 METODO DE ENTRECRUZAMIENTO.

Las células microbianas pueden ser inmovilizadas por entrecruzamiento con dos o
mds reactivos semejantes como glutaraldehido, disocianato de tolueno. Chibata et al,
(1974) investigaron la inmovilizacidn de E. coli teniendo actividad de aspartasa por
entrecruzamiento con glutaratdehfdo con los reactivos bifuncionales. La inmovilizacidn de
células mostraron actividad de aspartasa correspondiente a 34.2%.

Asf, nwy pocas investigaciones tienen semejanza con este método. Sin embargo
hay la posibilidad de que los reactivos de entrecruzamiento para inmovitizacidn de células
se establezca enel futuro.gy,

2.1.3 METODO DE ATRAPAMIENTO.

Los métodos de atrapamiento dentro de matrices poliméricas pudieron ser mas
extensamente investigados, gracias a la inmovilizacidn de células, Para este método, las
matrices principalmente empleadas son coldgeno, gelatina, agar, alginato, poliacrifamida
y poliestireno. Entre estas matrices, los geles de poliacrilamida han sido extensamente
usados para inmovilizacién de muchas células microbiamas. El método de geles de
poliacrilamida  fue primeramente usado para inmovilizacion de enzimas por Bernfeld y
Wan (1963). Estas técnicas muds tarde fucron aplicadas a la tnmovilizacidn de células de
liquen, Umbilicaria pustulata , por Mosbach y Mosbach (1966). ,,



2.2 APLICACION DE INMOVILIZACION DE CELULAS.

2.2.1 PRODUCCION DE AMINOACIDOS.

Los aminodcidos son ampliamente usados en los alimentos, comida, medicina ¢
industrias cosméticas y también como materias iniciadoras para sintesis quimicas, En los
alimentos tiene aplicaciones nutricionales , solamente los L- aminodcidos son activos.

Se ha empleado en 2 inmovilizacida de aminoamilasa y para produccidn continua
de L- aminodcidos de acil DL-aminodcidos.

2.2.2 PRODUCCION DE ANTIBIOTICOS.

Solamente pocos estudios han sido publicados en la utilizacién de células para fa
produccidn de antibidticos. Algunos antibidticos producidos por inmovilizacidn de células
son, penicilina G, cefalosporina C, bacitracina, sicomicina, ampicilina. g las bacterias
dcido ldcticas son capaces de producir un metabolito secundario antibidtico conocido como
bacteriocina. La inmovilizacién de Lactobacillus spp. en sustratos sétidos es visto como
un posible medio de aumento de produccidn de bacteriocinas. ¢ Otro antibidtico claborado
por inmovilizacidn de células microbianas de Strepromyces griseus es el candicin. s,

2.2.3 PRODUCCION DE ACIDOS ORGANICOS.

Los dcidos orgdnicos son ampliamente usados en alimentos y medicina, algunos son
producidos por fermentacidn convencional. La inmovilizacida de células microbianas es
ocasionalmente utilizada para mejorar la productividad, Ejemplos de dcidos orgdnicos
producidos por inmovilizacidn de células microbianas son L- dcido mdlico, dcido urdnico,
dcido acético, deido citrico.

2.2.4 PRODUCCION DE ALCOHOLES.

Mds recientemente la produccidn de alcoholes como etanol, usando inmovilizacidn
de células ha sido el tema de considerable interés, Este sistema  parece prometedor para
la produccién comercial de etanol.

e



2.2.5 OTROS COMPUESTOS ORGANICOS UTILES.

La inmovilizacién de células animales vivas como biocatalizador representa un
nuevo, fascinante y rdpido crecimiento en la tendencia de la biotecnologfa en células
animales. La inmovilizacion de células animales es usado como un método para produccicn
de metabolitos secretados por fas células como en: factores de crecimiento, hormona del
crecimiento humana, linfocinas, anticuerpos monoclomales. 15, 29, 30, 43

La inmovilizacion de Porphyridium cruenum es usado para la produccidn de un
polisacdrido sulfatado extracefular (Jones 1962), dcido sraquidénica (Ahern et, al, 1983,y

A partir de células inmovilizadas se produce una gran variedad de enzimas taf cs el
caso de las proteasas que se obtienen de células inmovilizadas de Bacillum megaterium.

La transformacidn de reacciones de esteroides pueden ser llevadas a cabo fuera de
solventes orgdnicos usando inmovilizacidn de células microbianas. Algunas sustancias que
pueden ser producidas por inmovilizacién de células microbianas son: hidrocortisona,
testosterona, NADP, NAD, ATP, flavin adenil dinucledtido, coenzima A, dcido
pantoténico, L- cistefna, glucosa 6- fosfato, glucosa 1- fosfato, vitamina B 12, alfa amilasa,
proteasa, proinsulina. :

Otra de la aplicacién de 1a inmovilizacidn de células bacterianas serfa, el utilizarlas
para ser incluidas en diferentes productos "probicticos” a base de bacterias dcido lcticas
por los beneficios de salud que causa cuando las bacterias son administradas y estas
sobreviven en el tracto gastrointestinal.

23 PROBIOTICOS

A través de los ailos la palabra "probidtico™ ha sido usada en formas diferentes. Esta
fue originalmente usada para describir "sustancias producidas por un protozoario”, el cual
estimulaba a otro (Lilly y -Stiflwell 1965) pero, mds tarde fue usada para describir
"suplemento alimenticio” para animales que tuvo un efecto benéfico en los animales
huéspedes afectando 1a flora intestinal (Parker 1974). Posteriormente, esta dltima fue
definida como " organismos y sustancias para contribuir en el balance de microorganismas
intestinales”. Esta definicion no es satisfactoria, porque también es imprecisa ya que abarca
a los antibidticos. Finalmente después de haber revisado la definicidn, dsta quedarfa como

"un suplemento alimenticio formada con microorganismos vivos con efectos benéficos en
los animales hudspedes para el mejoramiento del balance intestinal de microorganismos”

(Fuller 1989). 17,1030 6

=



El término "probidtico” que es usualmente vsado para describir suplementos
alimenticios para animales abarca también al yogurt utilizado para el consumo humano,
La creencia de los efectos benéficos del yogurt es a rafz de Metchnikoffs (1907), Ia
longevidad de los campesinos Bilgaros fue directamente relacionada ya que consumfan
grandes cantidades de leche fermentada. Siguiendo el concepto original de Metchnikoff, las
leches fermentadas fueron desarrofladas con muchos organismos como Lactobacillus
acidophilus el cual coloniza el tracto gastrointestinal (Rettger y Cheplin 1921). Recientes
evidencias indican que otras bacterias en el intestino son benéficas en los hudspedes por

proteccién de enfermedades o mejorando la nutricidn. )

2.3.1  COMPOSICION.

Los "probidticos” tienen diferentes presentaciones para Jos animales que dependerdn
de la especie animal en la que se vaya a emplear. Pueden ser incluidos en los alimentos
peletizados, cdpsulas, pastas, polvo o granulados el cual puede ser usado por dosificacion
a los animales directamente o en su comida. Las especies donde s¢ han empleado son: el
ganado vacuno, carnero, cabras, cerdo, aves de corral, caballos, animales domésticos. Casi
todos los probidticos existentes en el mercado cominmente contienen Lactobacillus spp.
ylo Streptococcus spp. y unos pocos contienen Bifidobacterias. Muchos probidticos
consisten en preparaciones con una sola cepa o pueden contener hasta § especies diferentes.
Los atractivos de las multiples cepas es que son activas frente a un amplio ndmero de
bacterias y en varias especies animales. (3 (4,17.15)

Las especies cominmente vsadas en probidticos son: L. bulgaricus, L. acidophilus,
L. casei, L. helveticus, L. laciis, L. salivarius, L. plantarum, Streptococcus thermophilus,
Enmterococcus faecium, Enterobacter fuecalis y Bifidobacterium spp. . Con dos excepciones
L. bulgaricus, Streptococcus thermophilus cstas no son cepas intestinales y se emplean en
la elaboracidn del yogurt. o1, Los Laciobacillus spp. y Streptococcus faecalis. son los
grupos mds cominmente usados en 1a produccidn de probidticos. La justificacién para el
uso de Laciohacillus spp. emerge a rafz de estudios que demuestran que los Lacrobacillus
spp. se incrementan en el intestino y estdn en mayor cantidad en comparacién con el resto
de la flora intestinal, ademds son capaces de controfar el desarrollo de E. coli (Smith
1965)..15)

Los probidticos pueden reducir el porcentaje de crecimiento de los agentes
patdgenos de la mucosa ileal y demorar la sfntesis de fimbrias K88 y ademds el



establecimiento de estos patgenos en el intestino puede ser inhibido por la presencia de
los Lactobacillus spp. y Streptacoccus faecalis. an

Caracterfsticas de bacterias lacticas. Auncuando Lactobacillus spp o Streptococcus
Jaecalis. son usados como aditamento del alimento, también hay certeza que poseen
caracterfsticas que producen efectos en los animales tales como:

- Inhibicidn de patdgenos intestinales.

- Prevision de la clave en la actividad enzimitica del intestino.
- Asimilacidn del colesterol,

- Incrementa el crecimiento y funcionamiento de los animales.

Asumiendo que un microorganismo aislado posea dichos efectos es necesario que
sobreviva, crezca y se reproduzca en el tracto intestinal, que tenga resistencia al jugo
gdstrico, al pH bajo y a enzimas gistricas, ademds tolerancia a la bilis, que sea hibil para
desalojar otros microorganismos det intestino y se presente en mimero suficiente.

La siguiente seccidn menciona las caracteristicas mds importantes que deben tomar
en cuenta cuando se seleccionen bacterias para productos probidticos,

Los Lactohacillus spp. son  incapaces de originar enfermedad e el animal i nivel
intestinal. Es conocido también que los lactobacillus spp. son inofensivos y no
contaminantes COmMo Olros MICTOOTLANISMOS. (.1,

Las Bacterias gram positivas son mids resistentes a la destruccion por enzimas
digestivas, por eso tienen una mejor posibilidad de alcanzar el intestino delgado. Ejemplto
de bacterias gram positivas son los Lactobacillus spp. .14,

Las bacterias deben tener propiedades deido resistentes para no suftir dafio a
través del estOmago y af pasar a sitios de mds actividad en el intestino delgado. También
las bacterias deben ser productoras de deido creando un ambiente antagonista 1 las
bacterias mds sensibles como en el caso de las coliformes ¢l Lactobacillus spp. satistace
dichos requerimientos. (),

Para que la bacteria sea efectiva, es importante asegurar la colonizacidn incluyendo
la adhesidn que tiene Ingar en ¢l tracto intestinal, (g 1. ’

Las bacterias dcido Idcticas son bien reconocidas por su produccién de proteinas

8
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antimicrobiales (Klaenhammer, (988 Lindgren y Dobrogosz, 1990). Las bacteriocinas de
especies de Lactobacillus spp. inhiben a bacterias coliformes, ya que compiten por algunos
nichos ecoldgicos. Las bacteriocinas facilitan [a campetencia de Lacrobacillus spp. en ¢l
intestino por eliminacion de cepas patdgenas. 0.2y

El éxito de los microorganismos probidticos depende de Ia sobrevivencia de estas
cepas y de resistir la accion del jugo biliar, Cierta resistencia al jugo biliar de las cepas
puede ser probada por los nétodos de Giltiland (1984). ;5

Cepas elegidas para ser usadas comercialmente para la elaboracidn de probidticos
no deben perder las caracterfsticas de ser genéticamente estables y viables, 41

2.4 CARACTERISTICAS Y MECANISMO DE ACCION.

Aunque el concepto de probidtico ha sido conocido durante muchos aitos, ¢l
mecanismo preciso de accidn no se conoce; se cree que bajo ciertas circunstancias los
Lactobacillus spp. pueden prevenir o reducir diarreas asociadas a coliformes.

Los efectos benéficos de los probidticos pueden ser mediados por un antagonismo
directo contra grupos especificos de microorganismos, resultando en una disminucién en
némero o por afectar su metabolismo o por la estimulacion de la inmunidad.

La supresidn del nimero de bacterias en el intestino puede ser por: produccidn de
sustancias antibacterianas como metabolitos primarios, algunos dcidos orgdnicos o por
peréxido de hidrdgeno, mediante la sfntesis de factato con reduccidn del pH intestinal y
la adhesion a la pared intestinal; previniendo la colonizacién de patdgenos por
detoxificacidn de endotoxinas y prevencidn de sintesis de aminas t9xicas. s

2.4.1 PRODUCCION DE ANTIBIOTICOS,

Se han reportado que los Lactobacitius spp. producen varios tipos de sustancias
semejantes a antibidticos. Los Lactobacillus acidophitus produce acidofilina, lactociding
y acidolina. Adicionalmente, algunos de los Lacrobacillus spp. producen  suficiente

peréxido de hidrégeno para inhibir varios microorganismos patdgenos.

Los metabolitos antibicticos de Lactobacillus spp. (acidofilina, acidolina,

9
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lactobacilina y lactocidina) han demostrado una actividad inhibitoria in vitro, contra
Salmonella,  Shigella, Staphylococcus, Proteus, Klebsiella, Pseudomonas. Bacillus.
enteropatdgenos de £, coli y algunas especies de Vibrio. 5,627,140

Los Lacrobacillus - spp. producen deidos orgidnicos tales como deido acético y
lictico, los cuales inhiben el crecimiento de muchos organismos patdgenos Gram-negativos.
La especulacidn largamente sostenida, es que esta actividad antimicrobial puede ser debida,
al bajo potencial de oxidacion y reduccion ( bajando el oxfgeno disponible para los
patdgenos ) y al pH bajo mantenido dentro del intestino 4 travéds del metabolismo de los
Lactobacitlus spp. 35

2.4.2 ANTAGONISMO COMPETITIVO.

La flora microbial normal del tracto intestinal actia como una barrera defensiva en
el animal, al hacer que ¢l blanco del epitelio celular no esté disponible para tos patdgenos
¢ bien creando un ambiente desfavorable para los mismos. Dicho de otra forma, si los
habitantes del tracto intestinal estdn seguros en su nicho, la potencialidad patogénica
bacterial  podrfa no ser capaz de competir exitosamente para fijarse en ese sitio, ademds,
cualquier cosa que afecte ¢l balance entre ¢l animal y fa flara normal podrfa dar a los
patdgenos fa oportunidad de multiplicacion para fijarse al epitelio, ‘

A través de la administracion constante de hacterias benéficas en la dieta del animal,
la colonizacidn del tracto gastrointestinal por organismos patdgenos puede ser alterada. |

2.43 ALTERACION DEL. METABOLISMO MICROBIANO,

Los suplementos a base de Lacrobacitlus spp. pueden influenciar el metabolismo
microbiano en el intestino como 1o demostraron Goldin y Gorbach (1984). Cuando ellos
alimentaron a un ndmero determinado de animales con Luctobacillus acidophilus para
humanos y midicron fa cantidad de enzimas descubrieron que el tratamiento suprimic a
actividad de beta- glucoronidasa, nitroreductasa y azoreductasa. Un estudio similar en ratas
con una flora intestinal humana tuvo una reduccidn en beta- glucoronidasa y beta-
glucosidasa. (15 '

Los probidticos pueden también tener influencia en ¢ incremento de la actividad de
enzimas utiles en casos de intolerancia de la lactosa ( beta- galactosidasa). g,
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2.4.4 INMUNOESTIMULACION.

En animales alimentados con probidticos se reduce la actividad fagocitica y
disminuye los niveles de inmunoglobulinas siempre y cuando los animales esten libres de
gérmenes. También se ha estudiado el importante papel que la microflora juega en la
evolucién de resistencia a enfermedades y algunos de estos efectos pueden ser debidos
a Lactobacillus spp, esto fue demostrado por experimentos con Lacrobacillus casei ¢l cual
fue administrado en ratén incrementando la actividad de los macrdfagos (Perdigon, De
Macias, Alvarez, Oliver y De Ruiz Holgado, 1986). En otro estudio se demostrd que el
yogurt incrementa los niveles de inmunoglobulinas (Wade, Curthier Moreau y Besnier,
1984). Respecto a la leche fermentada con Lactobacillus casei o Lactobacillus acidophilus
solo fue mds cfectiva en la estimulacién de la actividad fagocitica (Perdigon et al 1988).
El alimento de yogurt en ratoites estimuld la produccidn de inmunogicbulinas e incrementd
el tamailo de los folfculos linfiticos. (5,

2,5 EFECTO BENEFICO EN ALGUNAS ENFERMEDADES

2.5.1 ALIVIA LA INTOLERANCIA DE LA LACTOSA.

Muchas personas por todo ¢l mundo sufren de intolerancia de lactosa debido a una
deficiencia congénita de la enzinta beta-galactosidasa resultando la incapacidad para digerir
la lactosa. Es conocido que las personas con intolerancia de lactosa pueden digerir lactosa
en ¢l yogurt mejor que alguna cantidad de lactosa en leche (Gailagher et al 1974). Se ha
sugerido que el yogurt gjerce este efecto por abastecimiento adicional de enzima y hay
evidencias para sostener esto. Ratas alimentadas con yogurt pueden incrementar la
concentracidn de la enzima en el intestino delgado (Garvie et al. 1984). Esta enzima es de

origen bacteriano y no debido a la_estimulacin de la lactosa en la rata.

2.5.2 FAVORECE LA DIGESTION.

Existe una favorable influencia en la funcidn intestinal de pacientes alimentados con

suplementos de Lactobacillus acidophilus. .,
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2.5.3 ACTIVIDAD ANTITUMORAL.

Desde la primera observacién por Bogdanov ¢t al. (1962) se descubrié que L.
bulgaricus produce sustancias que fueron activas contra desarrollo tumoral. Las propiedades
anticancerfgenas de Lacrobacillus spp. se dividen en tres categorfas: a) inhibicidn de las
célutas tumorales (Reddy et al, 1973); b) La supresion de las bacterias con produccién de
muchas enzimas como beta-glucosidasa, beta-glucoronidasa y azoreductasas, las cuales son
responsables de destruir cancerfgenos. (Goldin y Gorbach 1977) y ¢) La destruccidn de
carcerfgenos tal como nitrosaminas (Rowland y Grasso 1975) y la supresion de
nitroreductasa (Goldin y Gorbach 1984). 1,

2.5.4 EFECTOS ANTICOLESTEROLEMICOS.

Los efectos del yogurt y leche con L. acidophilus en el colesterol de la sangre es

variable. Alimentos con yogurt para humanos produce bajas concentraciones de este en
sangre, (Mann 1977).



3.0. JUSTIFICACION:

La disponibilidad de antibidticos en 1950 fue el resultado de su uso difundido como
agentes terapéuticos y estimulantes del crecimiento para animales de granja. El uso de
antibidticos como promotores de crecimiento, resuitd en el desarrollo de resistenci de las
poblaciones bacterianas, con lo cual se dificultd su uso en la terapéutica, dando como
resultado que se restringiera su administracidn como suplemento alimenticio por Swann
Committee en 1969.

La posibilidad de desistir a que los antibidticos sean usados como promotores del
crecimiento en animales de granja por los efectos colaterales de los agentes terapéuticos,
puede producir un cambio en ¢l que tanto los consumidores como los fabricantes estén
buscando alternativas de prevencién del agente causal de diarrea en lechones, (7,3,

Dada la gran cantidad de lechones que son afectados por las diarreas causadas por
E. coli, es necesario encontrar formas de controlarla. Actualmente existe la tendencia de
prevenir la presentacidn de las infecciones gastrointestinales de origen bacteriano en los
lechones, mediante el uso de microorganismos fermentadores benéficos tales como
Lactobacillus spp. y Streptococcus faecalis. De acuerdo con esto, se busca producir
suplementos alimenticios tales como los "Probidticos” formulados con microorganisnios
vivos debido a sus efectos benéficos en los animales huéspedes ya que mejoran y controlan
¢l halance intestinal microbiano sin efectos colaterales.



4.0 OBIETIVO GENERAL:
- Inmovilizar una cepa de Lactobacitlus spp. en un biopolimero de uso alimentario para
ser utilizado como probidtico.
4.1 OBIETIVOS PARTICULARES:
a.- Estudiar la cindtica de crecimiento del Lacrobacillus spp. en caldo Rogosa.
b.- Obtener ta biomasa del Lactobacillus spp. para la inmovilizacicn.
c.- Inmovilizar los Lacrobacillus spp. en un hiopolimero de uso alimentario,

d.- Estudiar la viabilidad del Lactobacillus spp. inmovilizado.



5.0 HIPOTESIS

Si se inmovilizan los microorganismos vivos para ser usados como probidticos y
se les mantiene a niveles metabdlicos bajos y en condiciones adecuadas de humedad, éstos
sobrevivirdn por mds tiempo,



6.0 METODOLOGIA

El Lactiobacillus spp. empleado en este trabajo fue aislado de lechones por el
laboratorio de Bacteriologfa de posgrado de la F.E.S-C. ¢ identificados segin Bergey.
medio empleado para ef crecimiento de los Lactobacillus spp. fue uni modificacidn del
medio Rogosa desarroliado por Rogosa, Mitchell y Wiseman (1951) contiene { extracto de
carne 5g, extracto de levadura 2.5g, dcido ascorbico 0.5 g, peptona de soya 5g, polipeptona
Sg, acetato de sodio anhidro Sg. dextrosa Sg por litro de medio de cultivo). 5 El
biopolimero de uso alimentario proviene de algas marinas y domado por industrias
Provequim. El agente gelificante (sales minerales de uso alimentario Merk). 2,900,282, 25,
35,37, 4)

Para la formaci6n de las esferas ¢s necesario tener una mezcla del biopolfmero de
uso alimentario con la bacteria por goteo  con ayuda de una homba peristaltica sobre Iy
solucidn del agente gelificante se encuentra en agitacion, se forman lus esferas las cuales
se dejan una hora mds en agitacidn para su estabilizacidn,

6.1 ESTANDARIZACION DE LA FORMULACION DEL AGENTE INMOVILIZANTE,

Se evaluaron diferentes concentraciones del biopolfmero de uso alimentario que fue
utilizado para la inmovilizacion del Lactobacilius spp. con el fin de obtener esferas de
consistencia dura, que favoreciera la permanencia del microorganismo en el interior de
ellas. Se usaron 3 concentraciones del agente gelificante (contraidn) 0.05M, 0.1M y 0.2M
y 3 concentraciones del biopolfmero de uso alimentario 0.5%, 1% y 2%. Se valord su
consistencia (resistencia mecdnica para romperse las esferas con los dedos) en forma

cualitativa. 5
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0.05 M. 0.1 M 0.2 M
Ageate Agente Agente
gelificante gelificante, gelificante
0.5 % Biepolfmero +
1 % Biopolimero 1
2 % Biopolfnero +
0.5 % Biopolimero +
1 % Biopolfmera +
2 % Biopolfingro +
0.5 % Biopolfmero +
I % Biopolfmero +
2 % Biopolimero +

+ Concentraciones del biopolimero empleadas en la claboracion de las esferas.

6.2 ESTANDARIZACION DEL ENRIQUECIMIENTO DE LLAS ESFERAS USADAS EN
LA INMOVILIZACION.

Se hicieron varias formulaciones para elegir Ia mds adecuada donde permanezcan
por mds tiempo vivas las bacterias que consisticron en:  adicionar polisacdrido de origen
vegetal como fuente de carbono y energfa y una proteina de origen animal en diferentes
concentraciones a la mezcla donde se encuentra el biopolfmero de uso alimentario:

% Polisacdrido 20 10 5 2.5 1
% Biopol{mero 2 2 2 2 2
% Proteina 50 40 30 25 20 15 10

o
~o
™o
2
™~
(a8

% Biopolfmero 2




% Polisacdrido 2.5 3
% Protema 10 + 14
15 + }

Se valord cualitativamente Ta consistencia {resistencia mecdnica para romperse ks
esferas con los dedos) de fas esferas y su formi, 4

6.3 CINETICA DE CRECIMIENTO,
14
Se realizd la cindtica de crecimiento del Lactobacillus spp. en caldo Rogosa
iniciando con un indeulo del 10% prevismente crecido durante 18-24 us, y se determing
la cantidad de microorgamismos presentes a diterentes tiempos realizando dituciones
decimales y sembrdndolas en agar Roguosa e incubiindolas durante 48 hrs a 37 C.

6.4 OBTENCION DE BIOMASA.

Una vez que se determing la curva de crecimiento se reatizaron cultivos con un
indculo de 10% en un valumen de 700 mi de caldo Rogosa con un tiempo de incubacisn
de 6 hrs, tiempo en el cual se obtuvo el mdximo de la Tase logaritmica de acuerdv a la
curva de crecimiento y upa mayor concentracion  de masa celular 1a cual, tue separada del
medio de cultivo por centrifugacion a 7000 rpm durante 15 mina 4 C.

0.5 FORMACION DE LAS ESFERAS PARA LA INMOVILIZACION DEL
MICROORGANISMO,

6.5.1 ESFERAS SIMPLES.

Se eligid la formulacidn de 2% del biopolimero de uso alimentario y del agente
gelificante 0.2 M que dio vna mejor calidad en fa forma y consistencia de las esteras y se
procedid a imuovilizar al microorganisma en concemtracidn del 30%, su viabilidad se
estudid de la siguiente manera; Las esteras fueron divididas en tres partes, una de elay toe
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% Polisacdrido 2.5 5
% Protema 10 + +
15 4 t

Se valord cualitativamente fa consistencia (resistencia mecinica pars romperse las
esteras con los dedos) de las esferas y su forma.

6.3 CINETICA DE CRECIMIENTO.
*

Se realizd la cindtica de crecimiento del Lacrobacillus spp. en caldo Rogosa
iniciando con un indeulo del 10% previamente erecido durante 18-24 hrs. y se determind
la cantidad de microorganismos presentes a diferentes tiempos realizando diluciones
decimales y sembridndolas en agar Rogosa e incubdndolas durante 48 hrs a 37 °C.

6.4 OBTENCION DE BIOMASA.

Una vez que se determing la curva de crecimiento se realizaron cultivos con un
indculo de 10% en un volumen de 700 mi de caldo Rogusa con un tiempo de incubacidn
de 6 hrs, tiempo en ¢l cual se obtuvo el mdximo de la tase logaritmica de acuerdo a la
curva de crecimiento y una mayor concentracion  de masa celular Ia cual, Tue separada del
medio de cultivo por centrifugacion a 7000 rpm durante 15 mina 4 "C.

6.5 FORMACION DE LAS ESFERAS PARA LA INMOVILIZACION DEL
MICROORGANISMO.

6.5.1 ESFERAS SIMPLES.

Se eligid Ta formulacisn de 2% del biopolimere de uso alimentario y del agente
gelificante 0.2 M que dio una mejor calidad en la forma y consistencia de las esferas y se
procedié a inmovilizar al microorganismo en concentracidn del 30%, su viabilidad se

estudid de la siguiente manera: Lay esteras fueron divididas en tres partes, una de ellas fue
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secada it temperatura ambiente durante 4 horas, fas otras dos partes permanecieron en forma
fdmeda wit grarie en gel blanda y la otra en SSE respectivamente. v mantenidas a dos
diterentes temperaturas, a 4 C y a temperatura ambiente,

6.5.2 FESFERAS ENRIQUECIDAS.

Una vez clegidas las concentraciones de la proteina y det polisacirido que dieran
mejor calidad de las esferas se agregaron a la mezela del biopolimero 2% los Lacrobacilluy
spp. al 30%, 1a cual fue goteada sobre ¢l agente geliticante 0.2M para la formacidn de las
esferas.  Las esferas fueron divididas en tres partes, una de etlas lue secada a temperatura
ambiente durante 4 hotas, las otras dos partes permanecieron en forma himeda una parte
en gel blando y la otra en SSF respectivamente, y mantenidas a dos diferentes
temperaturas, a 4 C y a temperatura ambiente,
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| FIGURA 1. METODOLOGIA PARA ESTANDARIZAR
LA FORMULACION DEL AGENTE INMOVILIZANTE

CONCENTRACION DEL BIOPOLIMERO DE USO
ALIMENTARIO

CONCENTRACION DEL AGENTE
GELIFICANTE

0.05 0.1 0.2

20




FIGURA 2. METODOLOGIA PARA ESTANDARIZAR EL
ENRIQUECIMIENTO USADO EN LA INMOVILIZACION
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FIGURA 3.METODOLOGIA PARA INMOVILIZAR
AL Lactobacillus spp.

Lactobacillus spp.
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7.0 RESULTADOS:

7.1 ESTANDARIZACION DE LA FORMULACION DEL AGENTE INMOVILIZANTE,

De las diferentes esferas formadas, las de 0.5% del biopolfmero de uso alimentario
con fas tres concentraciones del agente gelificante tenfan consistencia blanda, mal formadas
y alargadas, las formadas con 1% de biopolimero de uso alimentarvio y las diferentes
concentraciones del agente gelificante son blandas pero bien formadas, con 2% del
biopolimero y las diferentes concentraciones del agente gelificante fueron de consistencia
dura ( Tabla 1). Por lo cual se eligieron las formadas con 0.2M del agente gelificante, que
dio una consistencia dura y de forina esférica,
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d



TABLA 1. CONSISTENCIA DE LAS ESFERAS FORMADAS CON DIFERENTES
CONCENTRACIONES DEL BIOPOLIMERO.

TIPOS DE EOFERAS ::":f:::‘_ﬁ':ﬂ"o AGENTE GELIFICANTE | CONSISTENCIA | OIAMETRO
! 0,64 0,054 . 15
2 0,8% 0,104 v 0,15
3 0,8% 0,204 e 0,15
4 1,00 0,084 “ 0,2
5 1,08 0,108 " 0,2
6 1,08 0,204 a» 0,2
7 2,08 0,05M 3 0,28
8 2,00 0,104 e 0,25
$ 2,00 0,204 Iz 028

NOTA ACLARATORIA,

105 VALORES ~ ASIGNADOS SON ARBITRARIOS Y EST05  FUERON ASIGNADOS DE  ACUERDD

A LA CONSISTENCIA  WEDIDA GON  LOS DEODOS.

PARA LAS  DURAS, Y ++t PARA LAS ESFERAS NAS DURAS.

24
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7.2 ESTANDARIZACION DEL ENRIQUECIMIENTO DE LAS ESFERAS USADAS EN
LA INMOVILIZACION,

Al enriguecer con protefna Ia mezcla del biopolfmero para la formacidn de las
esferas, con las concentraciones 50%, 40% y 30% se formaba un codgulo que impedfa Ia
formacion de las esferas, con las de 25% y 20% dio como resultado una solucién muy
espesa formdndose esferas ovaladas, por ultimo, Ias concentraciones al 15% y 10% de
protefna se ohtuvieron esferas de textura y forma aceptable. (Tabla 2)

Respecto al polisacdrido de origen vegetal (Tabla 3) con 20% se forma una solucidn
muy espesa, dando esferas ovaladas por lo qué no fueron adecuadas para este trabajo. Con
las concentraciones de 10%, 5%, 2.5% y 1% se formaron esferas sin dificultad.

En base a estos datos sc formaron esferas enriquecidas con protefna 15% y 10% y
polisacdrido 10% y 2.5% (Tabla 4) ‘

Al usar las concentraciones de protefna al 15% y las dos del polisacdrido al 10% y
2.5% se forman esferas ovaladas por lo que no fueron adecuadas para ser utilizadas, de
igual manera sucedié con la concentracidn al 10% y polisacdrido al 10%, las esferas que
se formaron fueron ovaladas. Cuando se usé la concentracién de protefna del 10% pero
con 2.5 del polisacdrido, las esferas que se formaron fueron adecuadas debido a que
presentaron forma esférica por lo que fue la elegida para inmovilizar al microorganismo,



TABLA 2. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA EN LA
MEZCLA DEL BIOPOLIMERO SOBRE LA FORMACION DE LAS ESFERAS.

U0 AL TMENTARTD. | PROTEINA | FREVAGED nAS.
Z % 50 % TT(COAGULD)
2 % 40 % (COAGULO)
2 % 30 % - (GOAGULO)
2 % 25 % OVALES
2 % 20 % OVALES
2 15 % ESFERICAS
2 % 10 % ESFERICAS

TABLA 3. INFLUEHCIA DE LA CONGENTRACION DEL POLISACARIDO VEGETAL
EN LA MEZCLA DEL BIOPOLIMERO, SOBRE LA FORMAGION DE ESFERAS

BIOPOLIMERO DE POLISACARIDO DE FORMACION DE
USO ALIMENTARIO ORIGEN VEGETAL ESFERAS
2 20 % OVALADAS
2 % 10 % ESFERICAS
2 % 5 % ESFERICAS
2 % 2.5 % ESFERICAS
2 % 1 % ESFERICAS
TABLA 4. INFLUENCIA DE LA FORMULACION EN
LA FORMA DE LAS ESFERAS.
BIOPOLINERO | ALIMENTO PROTEICO | POLISACARIDO | FORWA
% 15% 10% OVALADAS
% 15% 2.5% OVALADAS
% 10% 10% OVALADAS
% 10% 2.5% REDONDAS
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7.3 CINETICA DE CRECIMIENTO.

Se realizaron cindticas de crecimiento con la cepa de Lactobacillus spp. en
donde se determind que la fase de latencia durd 3 horas y la fase logaritmica 4 horas con
una concentracidn final de 10X 10 7 UFC/m, presentdndose una velocidad especitica de
crecimiento () de 0.1325 hr 'y un tempo de duplicacién de 5.23 horas, inicidndose
luego la fase estacionarfa donde 1a cucata viable fue constante. Se eligid un crecimiento de

6 hrs, para realizar la inmovilizacidn del microorganismo con un crecimiento aproximado
de 8.26 X 107 (Figura 4),
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7.4.0 VIABILIDAD DE LAS CELULAS DE Lactobacillus spp. INMOVILIZADAS Y
MANTENIDAS EN GEL BLANDO A4 C,

A partic d¢ un conteo inicial 8.79 fog UFC/g. disminuyen drdsticamente durante
las primeras semanas hasta 5.36 log UFC/g., y continuaron con la mortalidad en las
ultimas semanas a partir de la séptima semana 4.0 log UFC/g (Figura 5).

7.4.1 VIABILIDAD DE LAS CELULAS DE Lactobacillus spp. INMOVILIZADAS Y
MANTENIDAS EN GEL BLANDO A TEMPERATURA AMBIENTE,

Tuvieron un conteo inicial de 8.79 log UFC/g. disminuyendo paulatinamente desde
la primera semana hasta 6.18 log UFC/g. legando a la sexta semana a 5.70 log UFC/g.
y en la novena semana disminuyé a 4 log UFC/g (Figura §).



FIGURA 5. CURVA DE VIABILIDAD DEL Lactobacillus spp.
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7.4.2 VIABILIDAD DE LAS CELULAS DE Lacrobacillus spp. INMOVILIZADAS Y
MANTENIDAS EN SSF Y A TEMPERATURADE 4 C.

Tienen una disminucién de la viabilidad poco marcada de 8.75 log UFC/g. a 7.08
log UFC/g. ¢n la onceava semana, y a partir de esta semana se incrementa la mortalidad
hasta llegar a 5.60 log UFC/g (Figura 6).

7.4.3 VIABILIDAD DE LAS CELULAS De Lactobacillus spp. INMOVILIZADAS Y
MANTENIDAS EN SSF A TEMPERATURA AMBIENTE.

El conteo inicial fue de 8.75 UFC/g. el cual bajo drdsticamente en la primera
semana hasta 6.87 log UFC/g., estabilizdndose en las dos siguientes semanas en 6.4 log
UFClg. para despuds bajar un puco en la sexta semana hasta 3,75 log UFC/g. y enla
séptima semana a 4.95 log UFC/g. Después de lo anterior se mantuvo con pocos cambios
hasta la quinceava semana en 4.07 log UFC/g (Figura 6).
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FIGURA 6.

CURVA DE VIABILIDAD DE Lactobacillus spp. INNOVILIZADO
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7.4.4 VIABILIDAD DE LAS CELULAS DE Lacrobacillus spp. INMOVILIZADAS CON
ENRIQUECIMIENTO Y MANTENIDAS EN GEL BLANDO Y A4 C.

El conteo inicial en Iz primera semana de 8.85 log UFC/g disminuyd lentamente
hasta la séptima semana a 6.95 log UFC/g bajande poco mds en las siguientes semanas
hasta Hegar a 6.17 log UFC/g en la semana 15 (Figura 7).

7.4.5 VIABILIDAD DE LAS CELULAS DE Lactobacillus spp. INMOVILIZADAS CON

ENRIQUECIMIENTO Y MANTENIDAS EN GEL BLANDO Y A TEMPERATURA
AMBIENTE.

Con un conteo inicial de 8,85 log de UFClg disminuyen enla segunda semana a
7.40 log. UFC/g (pero no tanto como ¢n 1as que no tienen enriguecimiento), continuando
con una disminucidn paulatina poco marcada hasta la séptima semana que es de 5.92 log

UFC/g y después de ésta, Ia disminucidn continda hasta la quinceava semana hasta
detenerse 4.36 log UFC/g (Figura 7).

33



petesnsis]

FIGURA 7. CURVA DE VIABILIDAD DE Lactobacillus spp. INMOVILIZADO
EN ESFERAS ENRIQUECIDAS Y MANTENIDAS EN GEL BLANDO A DIFERENTES T°
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7.4.6 VIABILIDAD DE LAS CELULAS DE Lacrobacillus y)p INMOVILIZADAS CON
ENRIQUECIMIENTO Y MANTENIDAS EN SSF Y A 4

Con un conteo inicial de 8.49 log UFC/g disminuyen muy lentamente hasta la
onceava semana a 7.16 log UFC/g e incrementdndose el descenso un poco mds en las
siguientes scmanas hasta Hegar a 6.41 log UFC/g (Figura 8).

7.4.7 VIABILIDAD DE LAS CELULAS DE Lactobacillus spp. INMOVILIZADAS CON
ENRIQUECIMIENTO Y MANTENIDAS EN SSF Y A TEMPERATURA AMBIENTE.

Con un conteo inicial 8,49 log. UFC/g disminuyen un poco en la segunda semana
a 7.15 log UFC/g permaneciendo prdcticamente constante hasta la sexta semana a 6.49 log
UFC/p y bajando ligeramenie en la séptima semana a 5.75 log UFC/g y por iltimo
Hegando a la novena semana a 5.0 log UFC/g (Figura 8).

‘3
o



FIGURA 8. CURVA DE VIABILIDAD DE Lactobacillus spp. INMOVILIZADO
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7.4.8 LAS ESFERAS QUE FUERON SECADAS A TEMPERATURA AMBIENTE,

Se les estudid su viabilidad y se vio que morfan muy rdpidamente antes de 24 brs.
por lo cual no fueron adecuadas para mantener al Lactobacillus spp.
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8.0 DISCUSION:

Las bacterias deido lieticas proveen beneficios a la salud cuando sobreviven en el
tracto gastrointestinal humano y en animales. Y se puede  apoyar este efecto si se le
administran vivas por via oral buscando este objetivo.

Se han buscado métodos de inmovilizacion para aumentar la vida de anaquel de estos
microorganismos entre los que se encuentrin la inmovilizacidn de células mantenidas 4
bajas temperaturas resistiendo mejor que las células no inmovilizadas.

Para la inmovilizacion de células vivas en las que se encuentran bacterias, levaduras,
células de plantas superiores y animales tales como hibridomas y células de pdncreas es
necesario que los biopolfmeros scan no tdxicos  (tales como K-carragenina y alginato de
calcio, quitosdn) esto es, que no tengan contaminantes camo metales pesados o politenoles,
asse También que sean biocompatibles con las células y que se puedan ademiis mejorar
las condiciones de mantenimiento de los muroorgamsmos adicionando al biopolimero de
inmovilizacidn sustancias nutritivas para el microorganismog ). La immovilizacion de
células micrabianas s¢ ha empleado para conservar las células vivas por mds tiempo , pari
producir ciertos imetaholitos secundarios cuya produccion no se¢ asocie al crecimiento 3.
En este estudio se vbtuvieron células vivas, por tiempo prolongado y para lograr esto se
enriquecid la mezcla de inmovilizacién de los microorganismos en esferas con I finalidad
de que los microorganismos sean retenidos en el soporte y mantuvieran su metabolismo a
niveles muy bajos que les pcrmitid sobrevivir y se les protegid de la deshidratacidn 5. En
diversos estudios s¢ menciona que al nkurpor.lr nutrientes y butfer dentro de las esferas
aumenta la viabilidad de los microorganismos .

Las téemicas de inmovilizacién son simples tal como lo menciona Ighal y Zafar
(1993). Los materiales usados son estables, durables ademis de no modificar la estructura
de las células asi como también su natraleza qufmica

Los resultados indican que se eligieron las esferas de mayor dureza, las formadas
con 2% del biopolimero de uso alimentario y 0.2 M del agente gelificante las cuales
impidieron a salida de los microorganismos, condicion que fue comprobada cuando se
cuantifics el myicroorganismo en el Hquido en donde se encontraban las esteras.

[l tamado y la dureza de las esferas se ve influenciado por la cantidad de
biopolimero de uso alimentario esto ¢s, micntras mayor es la concentracidn usada del
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biopolfmero mayor el tamailo y dureza de la esfera. En cuanto a la disminucidn o aumento
de la concentracién del agente pelificante son aproximadamente constantes en fa reduccién
del volumen y la fuerza del gel segin lo afirman Martinsen A. Skjak G. et al, (1989)

Las mezclas que se eligieron para enriquecer la inmovilizacidn del Lactobacillus spp.
en base a su calidad y facilidad en su mancjo para formar las esferas fue: 10% de protefna
y 2.5% de polisacdrido de origen vegetal.

Los probidticos por estac formulados con microorganismos vivos tales comio los
Lactobacillus spp., es my importante determinar su viabilidad y estabilidad (), Lo
anterior permitio establecer que para la cepa Lacrobacillus spp. en la fase de crecimiento
logaritmico de 6 horas con un crecimiento aproximado de 8.26 X 10 7 donde el grado de
desarrollo del microorganismo es dptimo en cuanto a composicién qufinica y actividad
metahdlica.

. . L .
Las esferas simples  mantenidas en gel blando y a 4 C presentaron una mortalidad
muy acelerada de los Lactobacillus spp. 1o que se puede deber a la falta de autrientes y
a la poca disponibilidad de agua.

A las condiciones evaluadas (temperatura ambiente y en gel blando) los
microorganismo mueren rdpidamente desde la primera semana por lo qué, sdlo tienen una
buena viabilidad las primeras tres semanas, condicién que no serfa muy adecvado para ser
usado en un probidtico por tener poca viabilidad.

Los Lactobacillus spp. inmovilizados en esteras sin enriquecimiento y mantenidas
a 4" C, presentaron una buena viabilidad durante 11 semanas. Esto nos puede indicar que
es importante la presencia de agua ya que evita la deshidratacion.

Las esferas mantenidas a temperatura ambiente y en SSF presentan una mortalidad
acelerada durante la primera semana y en menor grado en la segunda, durante las
siguientes 5 semanas se mantienen vivas por mayor tiempo al compararfas con las
mantenidas en  gel blando probablemente porque tienen mayor humedad lo que esta
indicando que los microorganismos mueran ficilmente si se encuentran en ausencia de
agua,

Las esferas con enriquecimiento y mantenidas en gel blando y a 4°C con un conteo

inicial en ta primera semana de 8.85 log UFC/g disminuyd lentamente, permaneciendo con
buena viabitidad durante todas las semanas que duré el experimento por lo qué se conchiye
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qué, el enriquecimiento favorece {a vizbilidad de fa cepa evaluada, debido a que se
deshidratan menos.

En las esferas con enriquecimiento y mantenidas en gel blando y a temperatura
ambiente los microorganismos vivieron por mds tiempo que en las simnples. Debe tener
relacidn con su mayor resistencia a la deshidratacion ya que las esferas secas a temperatura
ambiente morfan muy rdpido, y cuando se mantenfan en un wmedio hidratcdo aumentaban
su viabilidad,

Las condiciones en SSF y a 4 C es uno de los mejores medios de mantenimiento
para las esferas en donde se encuentra inmovilizado el Lactobacillus spp. ya que
permanecen por nids tiempo vives pudiéndase ser usadas en {a forinulacién de un probidtico
ya que mantienen una buena viabilidad minimo por 15 semanas.

Las esferas enriquecidas y mantenidas en SSF a temperatura ambiente tienen
vighilidad hasta [a sexta semana esto no es muy adecuado ya que es poco tiempo el que
permanecen vivos los microorganismos lo que nos indica que con esta formulacicn el
probidtico debe ser mantenido en refrigeracidn para favorecer su eficacia.

Por los resultados obtenidos se observs que si no se enriquecian las esferas, era
necesario mantenerlas en SSFya 4°C,

Las esferas enriquecidas presentan mejor viahilidad que las simples, pero padria ser
comparable si estas se mantienen en gel blando 0 SSF a 4°C. Lo que favorecerfa la
utilizacién del gel blando serfa que permite una mejor administracion al acimal recién
nacido.

Laos Lactobacillus spp, inmovilizados en esferas simples y secados a temperatura
ambiente por toda la noche mueren rdpidamente antes de 24 hrs, Esto es debido a que al
carecer de un medio hidratado se provoca la muerte celular.

Los Lactobacilfus spp. inmovilizados a los cuales se les agrepd enriquecimiento
protefna y polisacdrido de origen vegetal y que fueron secados mueren rdpidamente. Esto
es debido a que ¢l polisacdrido y la protefna les da mayor proteccidn proporciondndoles
nutrientes gue les permiten mantener un metabolismo mimino para sohrevxvu en un medio
hidratado.
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Por lo anterior se determino que las esteras no deben ser  secadas,
independientemente en las condiciones a las enales se preparen (simples o enriquecidas).



8.0 CONCLUSIONES.

El estudio de la cinética de crecimiento del Lacrobacillus spp. fue de gran utilidad
ya que nos permitid conocer todas las fases de crecimiento del microorganismo en medio
Rogosa bajo las condiciones experimentales estudiadas. La velocidad cspecifica de
crecimiento (p) fue de 0.1325 he'' y un tiempo de duplicacion de 5.23 horas.

Conociendo Ja cindtica de crecimiento se considerd que a las 6 horas de iniciado el
cultivo, se tiene nna cantidad de biomasa suficiente del orden de 8.26 X 10 7 UFC/ml.

Con el fin de administrar vives los microorganismos y que en este estado se
mantuvieran por periodos mds largos en el tracto digestivo de los animales, el Lacrobacillus
spp. fue inmovilizado en un biopolfmero de uso alimentario obteniéndose esferas redondas
de consistencia y tamafio de poro suficientemente pequefio para no permitir Ia salida de los
mismos, asf como la capacidad de mantenerlos con respecto al tiempo.

Las formulaciones del medio de inmovilizacidn encontradas para mantener por mds
tiempo vivos a los Lacrobacillus spp. fueron; biopolfmero de uso alimentario, alimento
proteico y polisacifrido de origen vegetal, bajo condiciones de almacenamiento ya sea en
gel blando o SSF.

La viabilidad del microorganismo fue la siguiente; Las esferas contenfan una
cantidad inicial de 8.49 log UFC/g y al cabo de 15 semanas adn se mantuvieron vives 6.41
log UFC/g en almacenamiento de refrigeracidn en solucidn salina.
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