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INTRODUCCION




Desde que el hombre es hombre, ha co-existido con un increible numero de
microorganismos que habita fuera y dentro de él siendo el tracto gastrointestinal el
sitio con mayor carga y variedad microbiana, conformando asi lo que se conoce

como microbiota intestinal.

La microbiota intestinal es un ecosistema muy complejo con un importante papel
en el mantenimiento de la salud gastrointestinal, la funcion inmunolégica asi como
la fermentacion y la utilizacién de los nutrientes que consume el ser humano. Su
composicién puede variar en funcién de muchos factores biolégicos y exdgenos,
desde la forma en que la persona nace (cesaria o parto), el consumo de

antibioticos y, por supuesto, la alimentacion.

Esto ha impulsado el desarrollo y la comercializacion de una nueva generacion de
alimentos que promueven la salud gastrointestinal con dos enfoques: los

probioticos y los prebidticos.

Los probidticos son microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades apropiadas, confieren al huésped un efecto benéfico para la salud

(FAO, 2002). Es decir, se administran bacterias exégenas promotoras de la salud.

Por otro lado, los prebiéticos son ingredientes alimentarios no digeribles por accién
de las enzimas humanas, pero si por bacterias residentes del colon, estimulando
asi selectivamente su crecimiento y/o actividad. Se ha confirmado (Forster-
Fromme et al., 2001) que la lactulosa es uno de solo tres carbohidratos con un

caracter prebidtico, ademas de galactooligosacaridos e inulina/oligofructosa.

Los ésteres de azucar y acidos grasos, por otro lado, son tensoactivos no iénicos.
Estos ésteres se utilizan como edulcorantes bajos en calorias y biosurfactantes en
los alimentos, asi como en la industrias farmacéutica y cosmética (Chang y Shaw,
2009).

Dichos compuestos se sintetizan quimicamente en su mayoria a partir de
carbohidratos (generalmente con sacarosa) y acidos grasos con una baja

especificidad; la sintesis enzimatica representa una alternativa en su produccion



por ser generalmente mas especifica y controlando asi el grado de la esterificacion

y por ende, sus caracteristicas particulares.

Los ésteres de acidos grasos muestran propiedades emulsificantes y si ademas se
sintetizan con un azucar prebidtico, podrian representar una doble funcionalidad
de estas moléculas y una potencial aplicacion en la industria de alimentos pues
virtualmente cualquier alimento que contenga carbohidratos es susceptible a la
suplementacion con prebidticos, resolviendo asi problemas en una matriz
alimentaria que necesite de tensoactivos y ademas aporte azucares que

promueven la salud intestinal.
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Probidticos

Los humanos han consumido cultivos de bacterias vivas por siglos en forma de
leches fermentadas sin ningun conocimiento de los ingredientes activos o de su
funcionamiento. Metchnikoff (cientifico ruso, premio Nobel y profesor del Instituto
Pasteur en Paris) atribuyé la buena salud de los campesinos bulgaros a la
ingestion de kéfir, un producto de leche fermentada, ya que una forma para
modular la composicién de la microbiota intestinal es mediante el uso de adiciones

microbianas vivas, tales como los probiéticos (Mackowiak, 2013).

Definicion

El término probidtico deriva del griego y significa “a favor de la vida” y actualmente
se utiliza para designar las bacterias que tienen efectos benéficos para los seres
humanos (FAO/OMS, 2002).

Segun la Organizaciéon de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO, 2002) y a la Organizacion Mundial de Gastroenterologia,
WGO por sus siglas en inglés (2008), los probiéticos son microorganismos vivos
que, cuando se administran en cantidades apropiadas, confieren al huésped un

beneficio para la salud.

Como microorganismos probioticos se utilizan sobre todo, aunque no
exclusivamente, bacterias y levaduras. Las especies comunmente utilizadas
pertenecen al género Bifidobacterium, al grupo de las Bacterias Acido Lacticas
(BAL), siendo mayoritariamente empleados los géneros Lactobacillus. Mientras

que el género Saccharomyces es el mas estudiado dentro de las levaduras.

Se pueden encontrar en el mercado cepas probidticas viables, ya sea en algunos
alimentos fermentados o de forma liofilizada como suplementos o como

preparaciones farmacéuticas.



Caracteristicas

Para que un microorganismo se considere como probidtico, deben cumplirse una

serie de criterios:

1

Los probidticos deben ejercer sus efectos benéficos en el huésped mediante su
crecimiento y/o actividad en el cuerpo humano (Collins et al., 1998; Morelli, 2000),
por lo que es fundamental verificar, para cada cepa potencialmente probidtica, la

capacidad de seguir siendo viable y eficaz en el lugar de accion.

El potencial probidtico de cada cepa es diferente incluso dentro de la misma
especie, es por esto que la cepa debe estar plenamente identificada y las
propiedades de éstas son especificas y no pueden ser extrapoladas (FAO, 2002;
WGO, 2008).

2
Ademas, para que una cepa pueda ser llamada probidtica debe ser Generalmente
Reconocida como Segura, GRAS por sus siglas en inglés, estatus que le otorga la
FDA a los aditivos alimentarios seguros para el consumo humano, ya que la
eficiencia y la seguridad de estas debe ser verificada y, por tanto, la evaluacién es
una parte importante de su caracterizacion (FAO, 2002; WGO, 2008).

3
También la FAO/OMS (2002) estipula que los microorganismos probidticos
utilizados en los alimentos deben ser capaces no s6lo de sobrevivir al paso por el
aparato digestivo, sino también de proliferar en el intestino. Esto significa que
deberian ser resistentes a los jugos gastricos y poder crecer en presencia de bilis,
en las condiciones existentes de los intestinos, o ser consumidos en un alimento
que, actuando como vehiculo, les permita sobrevivir al paso por el estbmago y a la

exposicion a la bilis.



4
Ademas de resistir dichas condiciones adversas, estos microorganismos deben
tener la capacidad de adherirse a la pared epitelial, colonizar el tracto
gastrointestinal y modificar la microbiota residente de la regidon. Se considera que
la capacidad de algunas cepas para proliferar en el tracto intestinal se asocia a
sus efectos benéficos, aunque dichos efectos también pueden ser fruto directo de
su actividad metabdlica (FAO, 2002).

5
Las cepas deben tener la capacidad de producir sustancias antimicrobianas contra
patogenos del intestino para la restauracion a una composicion saludable de la
microbiota (FAO, 2002).

A medida que nuestro conocimiento sobre la eficacia y la accion probiotica
progresa, la lista de criterios se hace mas larga para incluir factores como la
eficacia frente ainfecciones provocadas por H. pylori, propiedades
antimutagénicas y anticancerigenas, actividad antioxidante, la estimulacion del

sistema inmune, por nombrar sélo algunos (Kolida et al., 2006).

Efectos benéficos asociados

Muchas funciones benéficas han sido sugeridas para las cepas probidticas

(Holzapfel y Schillinger, 2002), entre ellas:

¢ Beneficios nutricionales, tales como la produccién de vitaminas, la
disponibilidad de minerales y oligoelementos y la produccion de enzimas
digestivas importantes (por ejemplo, la B-galactosidasa)

¢ Efecto barrera/restauracion: Protegiendo asi de diarrea infecciosa (diarrea
del viajero, diarrea viral aguda en nifos) y diarrea asociada a antibiéticos.

¢ Reduccion del colesterol

¢ Estimulacion del sistema inmune



¢ Mejora de la motilidad del intestino, alivio de la constipacion
¢ Adherencia y resistencia a la colonizacion

¢ Mantenimiento de la integridad de la mucosa

El modo de accidon de las cepas probidticas es, probablemente, multifactorial y
depende de cada cepa especifica, pero en general, las cepas probidticas mejoran
la resistencia a la colonizacién y/o tienen efectos inhibitorios directos contra

patogenos.

La inhibicién de bacterias patdogenas se promueve por varios mecanismos, entre
los que destacan la produccion de compuestos directamente inhibidores
(bacteriocinas), reduccion del pH luminal mediante la produccion de acidos grasos
de cadena corta, la competencia por nutrientes y sitios de adhesion en la pared

intestinal y a través de la modulacién de la respuesta inmune (Tuohy et al., 2003).
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Figura 1. Diagrama que ilustra los mecanismos de accién conocidos de los probidticos;
estos incluyen (1) competencia por ingredientes de la dieta como sustratos para su
crecimiento, (2) bioconversion de azucares, por ejemplo, en los productos de
fermentacion con propiedades inhibidoras, (3) produccion de sustratos de crecimiento,
como vitaminas, para otras bacterias, (4) antagonismo directo por bacteriocinas, (5)
exclusion competitiva por sitios de union, (6) mejora la funcion barrera, (7) reduccién de la
inflamacién, alterando asi las propiedades de colonizacién y persistencia, y (8)
estimulacion de la respuesta inmune innata. Modificada de Binns, 2013.



Bacterias Acido Lacticas

Las Bacterias Acido Lacticas (BAL) han sido importantes en los alimentos por
siglos debido a su funcionalidad, actuando como agentes fermentadores de
alimentos debido a varias de sus propiedades metabdlicas que contribuyen en
sabor, olor, textura y caracteristicas sensoriales; ademas generan efectos
benéficos a la salud y el aumento del valor nutricional en productos alimentarios
(Parra, 2010).

Caracteristicas

Las BAL representan un grupo de microorganismos relacionados con la
produccion de acido lactico como principal metabolito o uUnico producto de
fermentacién. Esta clasificacion fue iniciada en 1919 por Orla-Jensen, teniendo

como principales caracteristicas las mostradas en la figura 2.

e Gram positivas

¢ No esporuladas

¢ Morfologia de cocos o bacilos

* Anaerobios o aerobios facultativos

Caracteristicas [Retamamg

de |as BAL » Ausencia de citocromos y porfirinas
» No reductoras de nitrato

* No producen indol
* No moviles
* Formacion de isémeros D, Ly DL de acido lactico

Figura 2. Caracteristicas generales de las Bacterias Acido Lacticas



Este grupo comprende bacterias de los géneros Lactococcus, Vagococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Tetragenococcus, Aerococcus, Streptococcus,

Enterococcus, Lactobacillus, Weissella y Carnobacterium (Sanchez, 2005).

Debido a la limitada capacidad biosintética de las BAL, son muy exigentes
nutricionalmente y se cultivan usualmente en medios que contengan peptona,
extracto de levadura u otros hidrolizados de materiales vegetales o animales.
Estos deben ser suplementados con un azucar fermentable para proporcionar una
fuente de energia (Stanier et al., 1992). Entre los sustratos fermentables por las
BAL se encuentran los azucares (monosacaridos, disacaridos y polisacaridos), los

polialcoholes, el citrato y algun aminoacido (arginina) (Sanchez, 2005).

Las BAL carecen de ciclo de Krebs, por lo que la generacion de ATP ocurre
mediante la fermentacion de carbohidratos y compuestos relacionados, acoplada a
fosforilacidon a nivel de sustrato; lo cual es un reflejo de su incapacidad para
sintetizar citocromos y otras enzimas que contengan el grupo hemo. Aunque
pueden realizar oxidaciones limitadas de unos cuantos compuestos organicos,
mediadas por enzimas flavoproteicas, como oxidasas o peroxidasas, sin embargo,

estas oxidaciones no se acompanan de formacién de ATP (Stanier et al., 1992).

Otra caracteristica fisioldgica distintiva de las BAL es su elevada tolerancia a los
acidos. Esta caracteristica tiene un gran valor selectivo, ya que les permite
eliminar la competencia de la mayoria de las otras bacterias en ambientes que son

ricos en nutrientes (Stanier et al., 1992).

Metabolismo
Segun el tipo de fermentacion de glucosa, las BAL se clasifican en

homofermentativas y heterofermentativas, dependiendo del producto final de la

fermentacion.

10



Las BAL homofermentativas utilizan la ruta Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) al
convertir una mol de glucosa en dos moles de &cido lactico. Las bacterias
pertenecientes a este grupo poseen la enzima aldolasa que permite la obtencién
directa del acido lactico (Figura 3). En contraste, las BAL heterofermentativas no
poseen la enzima fructosa difosfato aldolasa por lo que no pueden seguir la via
EMP y usan la via de las pentosas fosfato dando como resultados cantidades
equimolares de acido lactico, etanol y CO, a partir de una mol de glucosa (Figura
3).

Una de las principales diferencias entre las dos rutas esta en sus rendimientos
netos de ATP: dos moles por molécula de glucosa fermentada en la ruta
homofermentativa y sélo una mol a través de la ruta heterofermentativa (Stanier et
al., 1992).

El grupo de las BAL homofermentativas estda compuesto de los géneros
Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus y Streptococcus mientras que las BAL
heterofermentativas estan los géneros Lactobacillus y Leuconostoc (Larpent,
1995).
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Figura 3. Fermentacion A) homofermentativa y B) heterofermentativa de la glucosa por
BAL (Cervantes, 2010)
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Género Lactobacillus

El género de Lactobacillus ha sido encontrado en una gran variedad de habitats,
como en membranas mucosas de hombres y animales (cavidad oral, intestino y
vagina), en plantas, en habitats de estiércol tales como aguas residuales y por
supuesto en la fermentacion o la descomposicion de alimentos (Hammes y Vogel,
1995).

Todas los Lactobacillus son BAL, Gram positivas, catalasa negativa y no
formadora de esporas. Presentan células en forma de bacilos largos y extendidos,
aunque con frecuencia pueden observarse bacilos cortos o coco-bacilos. Son
estrictamente fermentativos, aerotolerantes o anaerobios, aciduricos o acidéfilos y
tienen requerimientos nutricionales complejos (por ejemplo, para carbohidratos,
aminoacidos, péptidos, ésteres de acidos grasos, sales, derivados de acidos
nucleicos y vitaminas). Ellos no sintetizan porfirinas y asi, estan desprovistas de

las actividades hemo-dependientes (Hammes y Vogel, 1995).

La division clasica de los lactobacilos esta basada en sus caracteristicas

fermentativas (Hammes y Vogel, 1995):

¢ Grupo A: Especies homofermentativas estrictas. Fermentan practicamente
hexosas a acido lactico por la via EMP. Estos organismos poseen la enzima
fructosa-1,6-difosfato-aldolasa pero carecen de la enzima fosfocetolasa y
por tanto no fermentan gluconato ni pentosas.

¢ Grupo B: Especies heterofermentativas facultativas. Las hexosas son
usualmente fermentadas a acido lactico por la ruta EMP. Los organismos
poseen tanto la enzima aldolasa como fosfocetolasa, y por tanto, no solo
fermentan hexosas sino también pentosas (y a menudo gluconato) en
presencia de glucosa, las enzimas de la via fosfogluconato son reprimidas.

¢ Grupo C: Especies heterofermentativas estrictas. Las hexosas son
fermentadas por la via fosfogluconato, produciendo lactato, etanol y CO; en
cantidades equimolares. Las pentosas entran a esta ruta metabdlica y

pueden ser fermentadas.
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Este género juega dos roles principales en la elaboracién de productos lacteos:
como cultivos iniciadores en alimentos fermentados y como cultivos probioticos
por expresar muchas propiedades cruciales, tales como la alta tolerancia a pH
acidos, jugos gastricos y bilis, capacidad para adherirse a las superficies
intestinales, inhibicion de especies potencialmente patdgenas (actividad
antimicrobiana), resistencia a antibioticos, produccion de exopolisacaridos y

reduccion de colesterol (Fijan, 2014).

Lactobacillus tales como: L. acidophilus, L. casei, L. paracasei, L. delbrueckii ssp.
bulgaricus, L. rhamnosus, L. brevis, L. johnsonii, L. plantarum y L. fermentum se
utilizan comunmente como cepas probioticas. Adjudicando a este género
propiedades terapéuticas como ayuda a la digestion de lactosa en personas
intolerantes, reduccion del estrefimiento y la diarrea infantil, ayuda a resistir
infecciones como de Salmonella y ayuda a aliviar el sindrome de intestino irritable
(Manning y Gibson, 2004).

Lactobacillus acidophilus

La especie L. acidophilus (adjetivo, amante del acido) pertenece al grupo A. Sus
células son varillas con extremos redondeados, de entre 0.6-0.9 por 1.5-6um, se
encuentran aisladas, en pares y en cadenas cortas (Hammes y Vogel, 1995). Es
una cepa termofila que muestra crecimiento a una temperatura de 30-45°C vy tiene
buen crecimiento a un pH entre 4 y 5. Genera tanto los isomeros D y L del acido
lactico. Es resistente a antibiéticos como kanamicina, cloranfenicol, eritromicina,
tetraciclina, penicilina y vanomicina (Anjum, et al., 2014). La cepa ha sido aislada

del tracto intestinal humano y de animales, la boca humana y vagina.

Ademas produce bacteriocinas, que son agentes antimicrobianos de naturaleza
proteica, letales para bacterias diferentes a la cepa productora. Las bacteriocinas
que produce L. acidophilus son estables al calor y de bajo peso molecular (Anjum,
et al., 2014).
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L. acidophilus tiene potencial probidtico en el ecosistema humano debido a las
bacteriocinas que produce ya que la ayudan a proliferar sobre otros

microorganismos ya establecidos en el intestino (Anjum, et al., 2014).

Ademas, L. acidophilus es usada en alimentos como cepa probidtica. Se
encuentra también en un gran numero de productos fermentados como en el
yogurt, miso, tempeh y la leche acida dulce. En este ultimo producto la bacteria es
inoculada en la leche y se deja reposar por 24 horas obteniendo un suero de leche
con bajo contenido de lactosa (Anjum, et al., 2014). Este tipo de leche es sobre

todo consumida por personas intolerantes a la lactosa.

Lactobacillus casei

L. casei (del latin caseus queso) es una BAL que pertenece al grupo B de los
lactobacilos. Las células son aciduricas, con forma de varillas de entre 0.7-1.1 por

2.0-4.0 ym, a menudo con extremos cuadrados y con tendencia a formar cadenas.

Las especies de L. casei son las mas predominantes del genero Lactobacillus, con
respecto a su distribucién en un gran numero de habitats y aplicaciones. Han sido
aisladas de productos lacteos fermentados y vegetales, estiércol de vaca, tracto

intestinal humano, boca y vagina (Hammes y Vogel, 1995).

L. casei se utiliza principalmente en la fabricacion de quesos, convirtiéndose en la
especie dominante conforme avanza la maduracién de los mismos. Aunque
también tienen utilidad potencial en otras aplicaciones industriales, como la

produccion de acido lactico y bebidas fermentadas (Hosseini et al., 2015).

Ciertas cepas son reconocidas como probioticas, adjudicandole varios beneficios
para la salud, tales como la regulacion del sistema inmune, la inhibicion de
patdgenos intestinales, la reduccion de la diarrea, entre otros (Hosseini et al.,
2015).
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Prebidticos

La microbiota intestinal fermenta una gama de sustancias, proporcionadas
principalmente por la dieta que no pueden ser digeridas por el huésped en el
intestino delgado y estan disponibles para la fermentacion por la microbiota del
colon. Estos incluyen almidén resistente, los polisacaridos no amilaceos (fibra
dietética), oligosacaridos, proteinas, aminoacidos, entre otros (Manning y Gibson,
2004). Es por esto que la dieta es el factor principal para modificar y controlar la

microbiota autdctona del intestino.

Los dos tipos principales de fermentacion anaerobia que se llevan a cabo en el
intestino son sacarolitica y proteolitica. Los principales productos finales del
metabolismo de carbohidratos son los acidos grasos de cadena corta (AGCC),
principalmente acetato, propionato y butirato. Estos pueden ser metabolizados
sistémica o localmente para proporcionar la generacion de energia para el
anfitrion. Los productos finales de la fermentaciéon proteolitica incluyen
compuestos fendlicos, aminas y amoniaco, todos los cuales son toxicos (Manning
y Gibson, 2004).

Un enfoque alternativo para el mantenimiento de la microbiota intestinal a través
de la dieta es el uso de prebidticos, dirigiéndose al crecimiento y actividad
selectiva de bacterias residentes en el intestino y no por la incorporacion exdégena

de microorganismos como en el caso de los probidticos.

Definicion

La Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacidon y la Agricultura
reconoce la definicion de Gibson y Roberfroid (1995) en la que se designan a los
prebidticos como ingredientes alimentarios no digeribles que afectan
benéficamente al huésped estimulando selectivamente el crecimiento y/o la
actividad de una de las especies de bacterias que estan ya establecidas en el
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colon, o de un numero limitado de ellas, y por consiguiente mejoran la salud del

huésped.

El efecto de un prebidtico es, esencialmente, indirecto para el huésped, porque un
numero limitado de microorganismos se alimentan de ellos, causando asi una
modificacion selectiva de la microbiota en el intestino del huésped siendo estos

cambios los responsables de sus efectos benéficos (Wang, 2009).

Caracteristicas

Los prebidticos deben cumplir, en general, con las caracteristicas como:

¢ No ser hidrolizados ni absorbidos en el estbmago o en el intestino delgado
ya que su sitio de accidn se encuentra en el colon

¢ Ser sustratos fermentables selectivos por bacterias comensales benéficas
en el colon como las bifidobacterias, estimulando asi su crecimiento y/o
metabolismo

¢ Ser capaces de alterar la microbiota del colon favoreciendo asi una
composicidon mas saludable de la misma

¢ La fermentacion de los sustratos deben inducir efectos benéficos para el

hospedero

Un compuesto capaz de alcanzar las porciones distales del intestino es un buen
candidato a ser considerado como prebidtico. De entre todos los ingredientes
alimentarios, los carbohidratos no digeribles (oligo- y polisacaridos) son los
candidatos mas importantes para ser prebioticos. Debido a su estructura quimica,
estos no se absorben en la parte alta del tracto gastrointestinal ni son hidrolizados
por las enzimas digestivas humanas sirviendo asi como sustrato para las bacterias

colénicas enddgenas (Cardelle, 2009).
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Aplicaciones potenciales en alimentos

La principal ventaja de los prebidticos es que la mayoria de estos compuestos son

parte de fuentes naturales como frutas y verduras. La dieta incluye fuentes

prebidticas naturales en alimentos como la soya, jicama, raiz de achicoria, avena,

trigo sin refinar, platano crudo, cebolla, esparragos, salvado de trigo, ajo, etc.

Predominantemente, los componentes prebidticos activos que se encuentran en

las fuentes mencionadas anteriormente son los

fructooligosacaridos o inulina (Ishwarya y Prabhasankar, 2014).
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Figura 4. Aplicaciones potenciales de prebiéticos en la industria alimentaria (Ishwarya y

Prabhasankar, 2014)

La gama de los alimentos a los que se pueden afiadir los prebidticos es mucho

mas amplio que el de los probidticos, ya que para estos ultimos se debe garantizar

su viabilidad, mientras que los prebidticos tienen una mayor estabilidad (Manning y
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Gibson, 2004). Como tal, virtualmente cualquier alimento que contenga
carbohidratos es susceptible a la suplementacién. En la Figura 4 se muestran
algunas de las aplicaciones potenciales que podrian encontrar los consumidores
ya que esos ingredientes, a menudo, se aplican para obtener un doble beneficio:
una mejor calidad sensorial y una composicién nutricional mas equilibrada (Wang,
2009).

Ademas, los prebidticos pueden ser considerados para varias aplicaciones en el

desarrollo de nuevos productos, tales como (Manning y Gibson, 2004):
g Simbidticos

Los simbidticos son una mezcla de prebidticos y probidticos que forman un solo
producto, el cual ejerce un efecto benéfico sobre el hospedero mejorando su
estado de salud a través de la implementacion de microorganismos exogenos
promotores de la salud asi como la seguridad de su viabilidad por la presencia de
sustratos como lo son los prebidticos pues estimulan su crecimiento y/o el

metabolismo.
g Formulas infantiles

El tracto gastrointestinal humano alberga una compleja coleccidon de
microorganismos que forman una microbiota Unica para cada persona. Esta puede
verse influida por factores ambientales desde el nacimiento, ya que el tracto
gastrointestinal de un feto se encuentra en condiciones estériles hasta el parto y la
microbiota de un recién nacido se empieza a poblar con el consumo de leche

materna o formula lactea (Isolauri et al., 2004).

La lactancia materna tiende a contribuir con niveles mas altos de bifidobacterias a
diferencia de las formulas infantiles. Sin embargo, la composicién y la estructura
de los oligosacaridos de la leche humana no ha sido posible reproducirla por la
industria alimentaria, por lo tanto, los prebidticos estan siendo considerados para

la fortificacidon de los preparados para lactantes (Touhy et al., 2003).
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¢ Alimentos funcionales para adultos mayores

Durante la vida adulta, la microbiota intestinal es relativamente estable. En la
vejez, sin embargo, los niveles de bifidobacterias tienden a disminuir y la
diversidad de los géneros en la microbiota tiende a disminuir. Esto podria ser un
motivo de preocupacion, ya que la microbiota intestinal de los adultos mayores
podria verse comprometida y resultar en una mayor susceptibilidad a la
colonizacion de patdégenos. La enfermedad mas plenamente documentada en la
alteracién de la microbiota intestinal es la diarrea infecciosa aguda (Isolauri et al.,
2004).

Lactulosa

La lactulosa (4-O-B- D -galactopiranosil- D -fructofuranosa) es un disacarido
sintético, constituido por una molécula de fructosa y otra de galactosa unidas entre
si con enlaces (-1,4 glicosidico (Figura 5).

No se encuentra libre en la naturaleza y se obtiene, principalmente, por
isomerizacion quimica de la lactosa en medio basico, aunque también se puede
obtener por sintesis enzimatica por cualquiera de las estructuras de
reordenamiento de lactosa o por condensacion de galactosa y fructosa (Schuster-
Wolff, et. al, 2010; Panesar y Kumari, 2011).

Es 1.5 veces mas dulce y mas soluble que la lactosa y, a diferencia de ésta, no es
hidrolizada por las enzimas presentes en el tracto gastrointestinal humano aunque
si es metabolizada por bifidobacterias y bacterias lacticas en general (Cardelle,
2009).
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Figura 5. Estructura quimica de la lactulosa y sus posibles estructuras anoméricas
(Cardelle, 2009).

Actividad prebidtica

El enlace B-glicosidico del disacarido no es hidrolizado por las enzimas digestivas
de mamiferos y la lactulosa ingerida pasa el estbmago y el intestino delgado sin
ser degradado. Es esta caracteristica por la que el disacarido es considerado
como prebidtico, ya que bacterias promotoras de salud que viven en la parte baja
del intestino son capaces de romper el enlace B-glicosidico, estimulando asi su
crecimiento y, al mismo tiempo, inhibe el crecimiento de bacterias patdgenas, tal

como se muestra en la Tabla 1.

La aplicacion de la lactulosa como prebidtico se restringe a dosis bajas, pues una
mayor ingesta probablemente provocaria movimientos intestinales frecuentes o
diarrea. Estudios que se centran en la dosis-respuesta de lactulosa indica que las
dosis de lactulosa que ejerce una accion prebidtica en adulto es de 4 hasta 10 g
diarios (Mizota et al., 2002 y Venema et al., 2003).
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Tabla 1. Utilizacién de lactulosa por la microbiota intestinal (Panesar y Kumari, 2011)

Microorganismo Crecimiento

Bacteroides fragilis C-2

Bacteroides vulgatus E1

Bifidobacterium adolescentis ATCC 15705
Bifidobacterium bifidus S 28
Bifidobacterium breve S1

Bifidobacterium infantis S12
Bifidobaterium longum E 194

Clostridium perfringens ATCC 13124 Crecimiento positivo
Clostridium ramosum ATCC 13937
Escherichia coli No. 28

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
Lactobacillus casei 8138

Lactobacillus salivarius ATCC 11741
Streptococcus faecalis ATCC 19434

Bacteroides melaninogenicus NCTC (9338)

Clostridium difficile No. 55 Sin crecimiento
Eubacterium lentum ATCC 25559

Klebsiella pneumoniae PCI 602

Salmonella Enteritidis

Salmonella Typhi Crecimiento negativo
Shigella flexneri

Shigella sonnei

Efectos fisioldgicos

El metabolismo bacteriano de la lactulosa conduce a la produccion de acido
lactico, acético, gas, acidos grasos de cadena corta y el pH cecal disminuye a pH
cercanos a 5. Estos cambios del entorno coldnico inducen diferentes efectos
fisiolégicos, como el tratamiento del estrefiimiento, encefalopatia hepatica, la
prevencion de tumores y para mantener la glucosa en sangre y niveles de insulina
(Figura 6).
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Figura 6. Accion fisiolégica de la lactulosa sobre el metabolismo bacteriano en el intestino
grueso (Adaptado de Schuster-Wolff et. al, 2010)

¢ Tratamiento del estrefiimiento

La lactulosa es ampliamente usada como un agente laxante en el tratamiento del
estrefimiento. Esta aplicacién médica se debe a la formacion de acidos de bajo
peso molecular después de la degradacion bacteriana de lactulosa, compuestos
que aumentan la osmolaridad intestinal. El flujo de agua resultante en la luz del
colon y la disminucion del pH cecal mejoran la motilidad del colon, suavizan las
heces y conduce a una disminucion en el tiempo de transito colonico. El alcance
de la accidén purgante depende de varios hechos, entre ellos el estado de salud,

edad, peso, sexo y dieta de la persona en cuestion.
g Encefalopatia hepatica

La encefalopatia hepatica es un sindrome neuropsiquiatrico inducido por altas
concentraciones de componentes téxicos como el amoniaco en sangre. Dos
efectos fisiologicos podrian ser responsable de la reduccion de amoniaco en el
suero de la sangre después de la ingestion de lactulosa: (1) la acidificacion de
contenido cecal aumenta la protonacion de amoniaco a iones de amonio, que se
mantienen dentro del colon y se excretan a través de la defecacion, (2) el
crecimiento selectivo de bacterias benéficas en el colon por el consumo de la
lactulosa viéndose inhibida la actividad de bacterias proteoliticas, que contribuyen
a la produccion de amoniaco (Schuster-Wolff et. al, 2010).
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Figura 7. Accion fisiolégica de un producto que contenga lactulosa dependiendo de la
ingesta diaria y la concentracion de lactulosa (Schuster-Wolff et. al, 2010).

¢ Mejora la absorcion de minerales

La mejora en la absorcion de minerales ha sido descrito en general como una
cualidad de los prebidticos y esta, presumiblemente, mediada por un aumento de
la permeabilidad de la mucosa intestinal y una mayor solubilidad de los minerales
en el colon a pH bajo.

Esteres de azlicares y 4cidos grasos
Los ésteres de azucares son tensoactivos no idnicos que consisten de un resto de

carbohidrato (comunmente sacarosa) como grupo hidréfilo y acidos grasos como

grupo lipdfilo unidos por un enlace éster.
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Los agentes tensoactivos son moléculas que poseen, simultdneamente, afinidad
por el agua y por el aceite, debido a que la molécula contiene un grupo hidrofilico
(parte polar) y uno hidrofébico (parte no polar). Es por ello que también se

denominan sustancias anfifilicas (Figura 8).

S N J
VT Y

Parte lipofila Parte hidréfila

Figura 8. Representacion de un tensoactivo (Linares, 2012)

Estos agentes son adsorbidos en la interfase agua-aceite a causa de sus grupos
hidrofilos y lipofilos. Como consecuencia de esta orientacion en la interfase, las
moléculas del agente superficial forman una especie de “puente” entre las fases

polar y no polar, reduciendo asi la tension en la interfase.

Los ésteres de sacarosa fueron rapidamente aprovechados en Japon por su uso
como aditivos alimentarios en 1959 y subsecuentemente se ha aprovechado en
todo el mundo como surfactantes no iénicos y emulsificantes en alimentos. Eso
por la ventaja de su metabolismo total y su biodegradabilidad (Polat y Linhardt,
2001).

Los monoésteres de sacarosa son compatibles con la piel y su poca o inexistente
irritacion en ella ha permitida aplicar los compuestos en cosméticos, incluyendo
productos para la piel, cosméticos de aceite en gel y formulaciones desodorantes
(Polat y Linhardt, 2001).

Generalmente estos compuestos se sintetizan a partir de sacarosa y pueden ser

sintetizados quimicamente o por catalisis enzimatica.
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Sintesis enzimatica

Los ésteres de azucares y acidos grasos se producen mediante una reaccion de
esterificacion entre un azucar (C,(H20),) y un acido graso (RCO;H) como se

muestra a continuacion:

Lipasa

Cn(H,0), + RCO,H <+—»  (,(H,0),.1(OCOR) + H,0

Mediante el control del grado de la esterificacion y la naturaleza de acido graso y
de azucar, es posible sintetizar ésteres de azucar dentro de una amplia gama de
equilibrio hidrofilo-hidréfobo (HLB) y, en consecuencia, de sus propiedades (Plou,
et. al., 2002).

¢ Lipasas

Las lipasas tipicamente catalizan la hidrélisis de los lipidos en medio acuoso, pero
esta reaccion de equilibrio se desplaza hacia la sintesis, o la esterificacion, en
disolventes no acuosos en presencia de una cantidad moderada de agua (Gumel
et al., 2011). Sin embargo, una cierta cantidad de agua es esencial para la
hidratacion de la enzima ya que esta afecta su conformacion tridimensional, y por

ende, su actividad catalitica y su estabilidad.

La mayoria de las lipasas utilizadas en la sintesis de ésteres de azucares en
medios no acuosos parecen ser de origen microbiano, como las provenientes de
Candida antarctica, Candida rugosa, Candida cylindracea, Rhizomucor miehei,
Bacillus  subtilis, Bacillus licheniformis, — Chromobacterium viscosum vy
Streptomyces sp., aunque las lipasas pancreaticas porcinas también se usan con

frecuencia (Kennedy et al., 2006).

Aunque las lipasas ofrecen una exquisita regioselectividad en la sintesis de
ésteres de azucares, la baja productividad comparada con el proceso quimico
usado comunmente, limita esta explotacion en la industria (Reyes-Duarte et. al,
2005).
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¢ Disolventes

Los solventes hidrofébicos son buenos medios para la reaccion enzimatica de
transesterificacion catalizada por hidrolasas. Pero el problema con esto es la baja

solubilidad del azucar en solventes organicos.

En los primeros trabajos sobre la sintesis enzimatica de ésteres de azucar se
usaron solventes organicos inmiscibles en agua relativamente polares. Disolventes
peligrosos tales como dimetilformamida (DMF) y dimetilpirrolidona (DMP) eran de
uso comun. Los riesgos ambientales y de salud de estos disolventes han

impulsado la busqueda de otros disolventes adecuados (Gumel et al., 2011).
¢ Temperatura

La temperatura de reaccién afecta la estabilidad de la enzima, la solubilidad de las
sustancias reaccionantes y la del producto, la velocidad de la reaccion y la

direccion del equilibrio (Gumel et al., 2011).
¢ Actividad acuosa

La formacion en si del éster no requiere agua, pero, una cantidad minima de esta
es necesaria para la hidratacion de la enzima, su estabilidad y su actividad

catalitica.

El agua también es un producto de la reaccion de esterificacion, por lo que una
acumulacién obliga al equilibrio a la reaccién de hidrolisis en lugar de hacia la
sintesis del éster, asi que es fundamental que la cantidad de agua permanezca en

niveles bajos para que ocurra la sintesis.

Sintesis quimica

Los ésteres de azucar con acidos grasos pueden producirse por rutas quimicas no
enzimaticas. La sintesis industrial de ésteres de glucosa, fructosa y sacarosa se

realiza por transesterificacion de los ésteres metilicos de acidos grasos
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correspondientes en presencia de un catalizador basico o metalico. Esta reacciéon
normalmente requiere una temperatura >100°C y una presion reducida (Gumel et
al., 2011).

El uso de altas temperaturas en la sintesis quimica implica un alto costo de
energia para el proceso. Ademas de que se requieren separaciones dificiles y
pasos multiples para obtener productos generalmente contaminados con
subproductos indeseables y comunmente contienen mezclas heterogéneas de
productos de diferentes grados de esterificacion y diferentes posiciones de

acilacion (Gumel et al., 2011).

Tal como se compara en la Figura 9, las rutas quimicas requieren mas energia
que la ruta enzimatica y tienen una baja selectividad. Ademas, la combinacion de
alta temperatura y el catalizador alcalino usado provoca la decoloracion del
producto y la formacién de subproductos téxicos. Como consecuencia, la sintesis
catalizada por lipasas es la mejor opcion para la produccion de ésteres de acidos

grasos de azucar (Gumel et al., 2011).
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Figura 9. Comparacion de la sintesis (A) quimica y (B) enzimatica de ésteres de azucar (Gumel et
al., 2011).
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HIPOTESIS

Si las cepas probioticas Lactobacillus acidophilus LMGP-21381 y Lactobacillus
casei subespecie paracasei LMGP-21380 metabolizan los ésteres de lactulosa
como fuente de carbono, entonces se pueden considerar a dichos compuestos

como prebidticos potenciales.
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OBJETIVOS




Objetivo General

Determinar el potencial prebiotico del acetato y laurato de lactulosa a través de su
metabolizacion por cepas probidticas comerciales de Lactobacillus acidophilus
LMGP-21381 y Lactobacillus casei subespecie paracasei LMGP-21380.

Objetivos Particulares

W FEvaluar el crecimiento de las dos cepas probidticas comerciales de
Lactobacillus en medios MRS donde la fuente de carbono sean los ésteres
de lactulosa.

¥ Cuantificar la capacidad de fermentar los ésteres de lactulosa mediante la
disminucién de la concentracion de dichos compuestos y evaluando la

produccion de los compuestos finales de las fermentaciones.
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DESARROLLO
EXPERIMENTAL




En la figura 10 se presenta la estrategia experimental llevada a cabo durante el
estudio.

Cepas
probidticas

Conservacion
de cepas en 70°C
glicerol

Reactivacion de

cepas en medio 24 horas 30°C
MRS
2
Actividad Fermer.\tauon en 48 horas 30°C
medio MRS-
esterasa de las
fuente de
cepas
— — carbono

Productos
finales de la
fermentacion

Consumo de

carbohidratos Crecimiento

Cuantificacidon
acido lactico
por HPLC

Azlcares Azlcares Densidad Cuenta en
reductores totales Optica placa

Figura 10. Diagrama general de la metodologia de trabajo para el estudio del efecto de los
ésteres de lactulosa en el crecimiento de cepas probidticas.
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Materiales

W Cepas probidticas
Para este trabajo se emplearon dos cepas comerciales: Lactobacillus acidophilus
LMGP-21381 y Lactobacillus casei subespecie paracasei LMGP-21380 adquiridas
de ALCE S.R.L. (Novara, Italia) empaquetadas en bolsas flexibles de aluminio con

50 gramos de cepas liofilizadas.

¥ Medio de cultivo
Se usaron agar y caldo MRS (Difco TM), cuyo contenido basal es de: 10 gL
triptona, 10 gL™ extracto de carne, 5 gL™' extracto de levadura, 2gL™ citrato de
amonio, 5 gL acetato de sodio, 0.1gL"sulfato de magnesio, 0.05 gL sulfato de

manganeso y 2 gL' fosfato dipotasico.

Se sustituyd la glucosa modificando los carbohidratos en el caldo MRS,
adicionando asi la lactulosa (Regulact® de Valeant Farmacéutica, S.A. de C.V.) y

los ésteres de lactulosa en una concentracion de 20gL™.

W Esteres de lactulosa

Los ésteres de lactulosa que se trabajaron fueron:

¢ Acetato de lactulosa y

¢ Laurato de lactulosa

Estos fueron amablemente proporcionados por la Dra. Dolores Reyes Duarte y
sintetizados enzimaticamente por |LA. Luis Felipe Chavez Flores a partir de
lactulosa (Regulact®), acetato y laurato de vinilo, usando la lipasa comercial de
Candida antarctica B (Novozym 435) en 2-metil-2-butanol (2M2B) con
dimetilformamida (DMF) como disolventes a 60°C (Chavez, 2013).
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Métodos

Incorporacion de los ésteres de lactulosa en el medio de cultivo

Tras una prueba de solubilidad para los dos compuestos, se observd que el
laurato de lactulosa no era soluble en el medio MRS mientras que el acetato de
lactulosa si lo fue. Por lo que el primer compuesto se disolvié en aproximadamente
20mL de caldo MRS estéril basal con ayuda de un sonicador Branson modelo
2210 por 165 minutos.

Una vez disueltos los compuestos en un volumen pequefio (aproximadamente 20
o 30mL), se esterilizaron por filtracibn a través de una membrana de 0.45
micrometros y se incorporaron al matraz de fermentacion. Posterior a esto, el

caldo se sometid a prueba de esterilidad incubandolo a 30°C por un dia.

Con lo anterior, el acetato de lactulosa qued6 en una concentracion del 2% en el
medio de cultivo, mientras que para el laurato de lactulosa se considerd un ajuste
molar con respecto a la lactulosa, quedando asi el compuesto en una

concentracion de 3.07% en el caldo MRS (Anexo ).

Conservacion de cepas probidéticas en glicerol

Se colocd una punta de espatula de L. casei ssp. paracasei LMGP-21380 y L.
acidophilus LMGP-21381 liofilizadas en 100mL de caldo MRS y fueron incubadas
a 30°C por 24 horas, para posteriormente vaciar 1mL de cada cepa reactivada en
tubos criogénicos con 0.5mL de glicerol estéril. Dichos tubos se homogenizaron y

se conservaron a -65°C hasta su uso.

Fermentacion

¥ Reactivacion de cepas conservadas en glicerol
Para la reactivacion de las cepas Lactobacillus acidophilus LMGP-21381 vy

Lactobacillus casei ssp. paracasei LMGP-21380, se colocaron 50uL de cada cepa
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conservada en glicerol en viales con 4.5mL de caldo MRS estériles. Dichos viales

fueron incubados a 30°C por 24 horas para posteriormente seguir su crecimiento.

@ Condiciones de crecimiento
Se inocularon 500uL de las cepas Lactobacillus acidophilus LMGP-21381 y
Lactobacillus casei subespecie paracasei LMGP-21380 previamente reactivadas
en matraces de 500mL con 250mL de caldo MRS-glucosa, -lactulosa y -ésteres de

lactulosa sin agitacion a 30°C.

@ Seguimiento de la fermentacion
Se tomaron muestras del medio de cultivo cada tres horas durante las primeras 12

horas, ademas de las 24 y 48 horas.

En cada tiempo se monitoreo el crecimiento de las cepas y se determiné el pH del
medio de cultivo. Ademas, se congelaron dos microtubos con 1.5mL de cada uno
de los medios de cultivo para determinar, posteriormente, el consumo de

carbohidratos en el medio asi como los productos finales de las fermentaciones.

Medicion del crecimiento bacteriano

Se us6 como control negativo la inoculacién de las cepas en el medio MRS basal

libre de fuente de carbono.

Las fermentaciones en las que la fuente de carbono fue la glucosa, lactulosa,
acetato de lactulosa y el control negativo se evaludé el crecimiento mediante la
Densidad optica (DO) a 600nm en un espectrofotometro “Spectronic 21D” ajustado

a cero con caldo estéril MRS o MRS modificado.

Ademas, se siguio el crecimiento de la cepa L. casei ssp. paracasei LMGP-21380
en caldo MRS-laurato de lactulosa y en un control negativo mediante la cuenta en
placa de células viables en cajas Petri por duplicado, considerando colonias
pequefias circulares con bordes enteros, una elevacién convexa, textura butirosa y

color blanquecino en un rango de 25 a 250 colonias.
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Consumo de carbohidratos en el medio

@ Azlcares reductores
Previo a la determinacion, 1.5 mL de la muestra recolectada en cada tiempo de las
fermentaciones en MRS-glucosa y -lactulosa se descongelaron a temperatura
ambiente y se centrifugaron a 10000 rpm por 10 minutos, separando asi las
células y usando el sobrenadante para realizar la determinacion de azucares
reductores por el método de DNS (Nielsen, 2003), usando curvas de calibracién

para la cuantificacion (Anexo II).

@ Azlcares totales
Se realizé para las fermentaciones en las que la fuente de carbono fueron los
ésteres de lactulosa y para el control negativo. Para realizar dicha cuantificacion,
de igual forma se descongelaron los microtubos con 1.5 mL de los cultivos, se
centrifugaron a 10000 rpm por 10 minutos, se descartaron las células y en los
sobrenadantes se siguié el método Fenol-sulfurico (Dubois et al., 1956), usando

curvas de calibracién para cuantificarlos (Anexo II).

Determinacién de los productos de fermentacion

& pH
Se midié el pH de todas las fermentaciones con ayuda de un potenciémetro

“Jenway” calibrado con buffer de referencia a pH 4+0.01 y pH 7+0.01.

W Cuantificacion por cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC)
Las muestras recolectadas en los diferentes tiempos de crecimiento de las cepas
se descongelaron a temperatura ambiente y se centrifugaron 1.5mL del cultivo en
microtubos a 10,000 rpm por 10 min para separar las células y remover todas las

particulas insolubles.
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Se cuantificd la produccién de acido lactico por medio de un cromatografia de
liquidos en un cromatégrafo Waters 515 (Waters, Milford, MA, USA) con ayuda del
programa Empower usando una columna de intercambio ionico BioRad Aminex
(HPX-87H, 300x7.8mm), usando una fase moévil de H,SO,4 0.05N, a condiciones
isocraticas con un flujo de 0.6mL/min a 30°C, utilizando un detector UV Waters
2487 a 215nm.

La determinacion se realiz6 mediante un estandar externo de acido lactico (Anexo
).

Actividad esterasa de las cepas probiodticas

Se realizaron pruebas cualitativas para observar la actividad esterasa de las cepas
L. acidophilus LMGP-21381 y L. casei ssp. paracasei LMGP-21380, una prueba en
medio sélido y otra en medio liquido. Se usaron bacterias lacticas como controles,

la cepa 6a (control positivo) y la cepa 7g (control negativo) (Fraustro, 2015).

@ Reactivacion de cepas conservadas en glicerol
Las cepas L. acidophilus LMGP-21381, L. casei ssp. paracasei LMGP-21380 y la
7g (control negativo) se reactivaron tras su conservacion en glicerol como se
menciond en el apartado anterior. Para la cepa 6a (control positivo) de igual forma

se reactivo pero su incubacion fue por 48 horas.
¥ Pruebas enzimaticas cualitativas

En sélido
Las cepas ya reactivadas, se inocularon por estriado cada una en un cuadrante en
cajas con agar MRS por duplicado, para posteriormente incubarlas a 30°C por 48

horas o hasta observar su crecimiento.

Para cada caja petri se prepard una solucidon que contenia 5 mL de buffer TAE
(tris-acetato-EDTA) 1X con agarosa (4%), 0.4 mL de acetato de naftilo (20mg/mL
de acetona) y 0.4mL de colorante Fast-Blue RR en DMSO (Dimetilsulfoxido)
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(80mg/mL). Inmediatamente se vertié sobre la caja Petri y se espera la aparicién
de un precipitado café sobre las colonias (Oliver et al, 1991).

En liquido

Se inocularon 500uL de las cepas L. acidophilus LMGP-21381, L. casei ssp.
paracasei LMGP-21380, las cepas 6a y la 7g previamente reactivadas en

matraces de 100mL con 50mL de caldo MRS con agitacion a 30°C por 24 horas.

Se colocaron 1.5mL de cada medio de cultivo en microtubos, se centrifugaron para
separar las células y el sobrenadante y después se sonicaron por 3 minutos: seis
ciclos de 30 segundos descontinuados por 15 segundos sin sonicar, para despueés
centrifugarlas nuevamente a 10000rpm por 10 minutos. Estos cultivos se usaron

como extracto enzimatico y fueron preparados previos a la prueba.

El ensayo fue hecho en placas multipocillos, por duplicado, usando para-nitrofenil
acetato y p-nitrofenil decanoato como sustratos de reaccion a una concentracion
de 10mM en isopropanol. En cada pocillo se colocaron 180uL de amortiguador
HEPES (acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina-etanosulféonico) 100mM pH8, 10uL de
sustrato y 10uL del extracto enzimatico. Una actividad esterasa positiva se
caracteriza por la aparicién de una coloracion amarilla en los pocillos después de

10 minutos a temperatura ambiente (Pefa, 2011).
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Y
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Esteres de lactulosa

En un trabajo previo dirigido por la Dra. Reyes Duarte (Chavez, 2013), se estudio
la sintesis de ésteres con lactulosa en el grupo hidréfilo de la molécula anfifilica,
brindando asi una doble funcionalidad a cualquier matriz alimentaria a la que se le
pudiera afadir, ya que el compuesto podria brindar tanto los beneficios de un

azucar prebidtico como de un emulsificante.

Sin embargo, estos beneficios no han sido estudiado previamente, por lo que el
presente trabajo se centra en el estudio de dos ésteres sintetizados con lactulosa:

acetato de lactulosa (Acetato-Lu) y laurato de lactulosa (Laurato-Lu).

Tal como se menciona en la Tabla 2, las caracteristicas fisicas y funcionales son
diferentes entre los compuestos por la variacion del tamafno de la cadena
hidrocarbonada del grupo hidrofébico de la molécula. Mientras que el acetato de
lactulosa sugiere una mayor afinidad en un sistema coloidal de aceite en agua
(o/w), el laurato de lactulosa podria expresar una mejor funcionalidad en sistemas
coloidales de agua en aceite (w/0), puesto que el primero muestra una mejor
solubilidad en agua que el segundo ya que este se disuelve completamente en el

medio sin presentar precipitado o particulas suspendidas.

Tabla 2. Caracteristicas fisicas encontradas en el acetato de lactulosa y laurato de
lactulosa sintetizados enzimaticamente.

Aspecto Acetato de lactulosa Laurato de lactulosa
Estado fisico Sélido-Gel Sélido
Color Amarillo translucido Amarillo opaco
Olor No detectado Muy intenso
Solubilidad en caldo MRS Si Después de 165 minutos de
sonicacién
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Actividad esterasa de las cepas probidticas
Para estudiar el efecto de los ésteres de lactulosa en el crecimiento y metabolismo
de las cepas probidticas, estas bacterias deberia hidrolizar inicialmente el enlace
éster de los compuestos para asi liberar el azucar fermentable, tal como se

muestra en la figura 11.

HsC
Laurato de lactulosa Acetato de lactulosa
0
0 OH
)/ HO HsC\/{ HO OH
O OH 0
o o OH
/ 0 (0]
Enlace éster HO o OH HO o OH
HO OH HO OH

Enlace glicosidico

Figura 11. Estructuras quimicas de los monoésteres en posiciones 6-O- tanto del acetato
de lactulosa y del laurato de lactulosa, en este ultimo se sefialan tanto el enlace éster
como el enlace glicosidico.

Por esta razén, se probaron dos técnicas cualitativas para detectar la actividad de
la enzima esterasa en las cepas probidticas L. casei ssp. paracasei LMGP-21380
y L. acidophilus LMGP-21381.

Como primera prueba, el ensayo enzimatico se realizé en agar MRS para las
cepas probioticas comerciales, donde un resultado positivo se observa con un
precipitado café debido a la reaccion entre el colorante y el grupo naftol cuando se
hidroliza el enlace ester del acetato de naftilo. En la Figura 12 se muestra que
tanto la cepa L. casei ssp. paracasei LMGP-21380 asi como L. acidophilus LMGP-
21381 dan positiva a la prueba, al igual que el control positivo (cepa 6a) debido a
la accién de las esterasas presentes en cada cepa. Mientras que en el control

negativo (cepa 79) las colonias no se ven modificados por el ensayo.
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Figura 12. Actividad esterasa en agar MRS de las cepas A) L. casei ssp. paracasei
LMGP-21380 y B) L. acidophilus LMGP-21381 usando como control positivo la cepa 6a
(C) y como control negativo a la cepa 7g (D).

La actividad esterasa de las cepas frente a diferentes sustratos se ensayo a través
una reaccion amortiguador-sustrato-enzima en medio liquido. En la Figura 13 se
muestra el ensayo enzimatico de las cepas L. casei ssp. paracasei LMGP-21380
en lafila 3 y L. acidophilus LMGP-21381 en la fila 4, observando asi una actividad

positiva para los diferentes sustratos (Fila Ay B).

et

Figura 13. Ensayo enzimatico de la actividad esterasa usando como sustratos, Fila: A) p-
Nitrofenil-acetato y B) p-Nitrofenil-decanoato, probadas en, Columna: 1) Lipasa (Amano
PS), 2) cepa 6a, 3) Lactobacillus casei ssp. paracasei LMGP-21380, 4) Lactobacillus
acidophilus LMGP-21381, y 5) cepa 7g
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Sin embargo, el tono amarillo se aprecia mejor cuando se utiliza el éster de
acetato, y en menor grado cuando se utiliza como sustrato el éster de decanoato.
Lo anterior indica que es mas viable que estas cepas en especifico hidrolicen los
ésteres de cadena corta que los de cadena larga, ya que las enzimas esterasas
presentes en las bacterias tienen preferencia por sustratos de cadena corta como
el acetato. A diferencia de una actividad lipolitica que, de igual forma, cataliza la
hidrdlisis del enlace éster carboxilico, aunque estas prefieren sustratos de cadena
larga como triglicéridos compuestos de acidos grasos de cadena mas larga
(Holland et al., 2005), como lo es el decanoato, por lo que se podria pensar que

estas bacterias no pueden hidrolizar este tipo de sustratos.

La actividad esterasa en BAL modifican las caracteristicas sensoriales de
productos como el vino (Matthews et al., 2004, Matthews et al., 2007, Pérez-Martin
et al., 2013) y en quesos (Holland et al., 2005). Sin embargo, la informacioén sobre
la presencia de actividad lipolitica en BAL es escasa y necesita mas investigacion
(Holland et al., 2005).

Crecimiento de cepas probiéticas de Lactobacillus en MRS
modificando la fuente de carbono

Una vez evidenciada la enzima esterasa en las cepas probiéticas de Lactobacillus,
se procedio a estudiar su capacidad de metabolizar los ésteres de lactulosa por
las bacterias, siguiendo su crecimiento por 48 horas en un medio de cultivo
optimo, modificandole las fuentes de carbono, usando asi glucosa, lactulosa,
acetato y laurato de lactulosa, ademas de un medio basal sin carbohidrato

anadido.

La fermentacion en medio MRS-glucosa se incluyé en este estudio con fines
comparativos por ser considerado un medio que favorece el crecimiento de este
género (De Man et al., 1960). Como segundo control, se uso la lactulosa ya que es

el disacarido de interés en esta investigacion por sus propiedades prebidticas
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(Panesar y Kumari, 2011) asi como un control negativo para distinguir el

crecimiento de las cepas en caldo MRS sin carbohidratos afiadidos.
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Grafico 1. Cinéticas de crecimiento de A) Lactobacillus casei ssp paracasei LMGP-21380
y B) Lactobacillus acidophilus LMGP-21381 en caldo MRS modificando las fuentes de

carbono, donde:
—#—Glucosa ——lactulosa =—#—Acetato-lu —=—~Control negativo
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El crecimiento de las bacterias se evalué6 mediante la densidad 6ptica a 600nm
(DOes0o), observando que la glucosa fue el carbohidrato en el que crecieron mejor
ambas cepas (Grafico 1). Ademas exhiben un comportamiento similar entre ellas,
presentando una fase lag o adaptativa de alrededor de 6 horas para los dos
microorganismos, una fase exponencial entre las 6 y las 24 horas, para finalmente
mostrar una fase estacionaria después de las 24 horas de incubacion a 30°C en el
medio de cultivo. Este comportamiento fue igualmente observado por Nava (2012)

usando estas mismas cepas.

Como segundo carbohidrato a probar se usé la lactulosa pues si las cepas son
capaces de hidrolizar el enlace éster en los ésteres de lactulosa, entonces dicho

carbohidrato quedara disponible para ser metabolizado por las bacterias.

Los perfiles de crecimiento de los probiéticos en MRS-lactulosa se muestran en el
Grafico 1, donde se puede apreciar un comportamiento muy similar entre ambas
cepas, con una fase adaptativa de 6 horas, una fase exponencial de crecimiento
de las 6 a las 24 horas después de la inoculacién, para finalmente alcanzar una
fase estacionaria de las 24 a las 48 horas. La DOggg en el medio MRS-lactulosa es
menor comparada con el que se alcanzé en el medio con glucosa a las 24 horas,
sin embargo, transcurrida las 48 horas se observa que llegan a niveles similares.
Hernandez-Hernandez y sus colaboradores (2012) también observaron un
crecimiento exponencial de 24 horas en cepas como L. casei en MRS con glucosa
y lactulosa, también notaron que después de las 48 horas de su incubacion en

ambos sustratos, L. casei entra en una fase de muerte celular.

Como control negativo se uso caldo MRS sin la adicién de ningun carbohidrato en
el medio (Grafico 1). Para las dos bacterias, se alcanza una DOgy maxima de 0.6
a las 48 horas. En el caso de la cepa de L. casei ssp paracasei LMGP-21380
puede distinguirse una fase lag de 6 horas, una fase exponencial de las 6 a las 24
horas y una fase estacionaria de las 24 a las 48 horas. Mientras que L. acidophilus
LMGP-21381 tiene una fase adaptativa de 24 horas para después observar una

fase exponencial entre las 24 a las 48 horas del estudio. Esto sugiere que L.
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acidophilus necesitaba mas tiempo que L. casei para adaptarse en un medio de

cultivo con una fuente de carbono muy limitada.

Crecimiento de las cepas en MRS-acetato de lactulosa
Los perfiles de crecimiento de las cepas de L. casei ssp paracasei LMGP-21380 y
L. acidophilus LMGP-21381 en presencia de acetato de lactulosa se muestran en

el Grafico 1.

En el perfil de crecimiento de L. casei, se observa que esta cepa tiene la
capacidad de crecer en el medio MRS-acetato de lactulosa, con una DOgyy menor
que en MRS-glucosa y -lactulosa y ligeramente superior al control negativo. La
cinética de crecimiento tiene una fase adaptativa de 6 horas, una fase exponencial
de las 6 a las 24 horas donde alcanza su maximo crecimiento y despueés entra en

un equilibrio celular de las 24 a las 48 horas.

Por otra parte, en el caso de la cepa L. acidophilus en MRS-acetato de lactulosa,
se encuentra una cinética de crecimiento muy similar al control negativo, con fase
lag de 24 horas después de su inoculacién, para después tener un crecimiento

exponencial de las 24 a las 48 horas que dur¢ el estudio.

Lo anterior muestra una mayor preferencia de L. casei por el sustrato (acetato de
lactulosa) ya que tuvo una fase de adaptacion menor comparada con L.
acidophilus. Ademas, en la cinética de crecimiento de L. acidophilus, para este
mismo sustrato, no se puede distinguir claramente la fase exponencial respecto a
la estacionaria, lo que sugeriria que la cepa requiere aun mas tiempo para poder

alcanzar dicha fase.

No existen reportes del crecimiento de Lactobacillus en este sustrato, ya que la
Dra. Reyes Duarte es pionera en la sintesis de estos compuestos (Chavez, 2013).
Sin embargo, se ha estudiado el efecto prebidtico de galactooligosacaridos de
lactulosa y de lactosa en el crecimiento de cepas de Lactobacillus, esto con el fin

de ampliar el estudio de prebidticos ya que representan una alternativa a los
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azucares comunmente consumidos y asi apoyar el crecimiento y proliferacion de

cepas benéficas en el tracto gastrointestinal (Hernandez-Hernandez et al., 2012).

Crecimiento de Lactobacillus casei ssp paracasei LMGP-21380 en

MRS-laurato de lactulosa

El laurato de lactulosa fue el segundo éster probado en el trabajo. Para la
evaluacion del crecimiento en laurato de lactulosa, se seleccion6 la cepa de L.
casei ssp. paracasei LMGP-21380 ya que, tal como se analizé anteriormente,
tardé menos tiempo en adaptarse en el medio MRS-acetato de lactulosa como
fuente de carbono.

Dadas las propiedades del laurato de lactulosa (Tabla 2), cuando se agrego el
laurato de lactulosa en el caldo MRS, se generd un aspecto turbio en el medio, por
lo que fue imposible seguir el crecimiento microbiano a través de la DOggp, de
modo que el crecimiento de la cepa fue monitoreado por cuenta en placa de
células viables, indicado en el Grafico 2, asi como la comparacion del crecimiento
de la cepa en un medio control sin carbohidrato afiadido.

El crecimiento de L. casei en el medio control fue de dos ciclos logaritmicos
mientras que en el medio MRS-laurato de lactulosa, la cuenta del probidtico se
mantuvo practicamente constante a lo largo de todo el estudio sin observar muerte

celular.
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Gréafico 2. Cinéticas de crecimiento de Lactobacillus casei subespecie paracasei LMGP-
21380 en caldo MRS modificado, donde:

—4—Control negativo Laurato-Lu

Esta falta de crecimiento de L. casei en el medio MRS-laurato de lactulosa es
porque al parecer la bacteria no pudo hidrolizar el enlace éster del laurato de
lactulosa y por ende, no pudo metabolizar el carbohidrato. La cepa no hidrolizé
este enlace por que las esterasas que posee tienen preferencia por los sustratos
de cadena corta, por lo que para hidrolizar el enlace éster del laurato de lactulosa
se requeriria de lipasas, enzimas que no posee L. casei, segun el analisis previo

de actividad enzimatica.

Consumo de los carbohidratos presentes en el medio de cultivo
El constituyente principal de los microorganismos es el carbono, de ahi que no
pueden prescindir de la fuente de este elemento, ademas, los carbohidratos
proporcionan también al microorganismo oxigeno, hidrégeno y energia metabdlica
(Hernandez, 2003). Es por esta razén, que el crecimiento de las cepas de
Lactobacillus en los medios de MRS-carbohidrato tiene una intima relacion entre el
consumo de los carbohidratos presentes en el medio y el aumento del niumero de

células.
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Como se ha mencionado anteriormente, para este trabajo se usaron tres medios
de cultivo como controles: MRS-glucosa, MRS-lactulosa y un control negativo sin
adicion de carbohidrato. EI consumo de estas fuentes de carbono por las bacterias
Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus a lo largo de toda la fermentacion, y

restos de azucares en el medio control, se muestran en el Grafico 3.

De manera similar para las dos cepas, se observa que la concentracion de la
glucosa y lactulosa disminuyen de forma paralela respecto a su crecimiento.
Distinguiendo asi una fase donde la concentracion se encuentra constante hasta
las 6 primeras horas, correspondiente a la fase adaptativa de los microorganismos
al medio de cultivo, después de lo cual ocurre un consumo acelerado de los
carbohidratos pues las cepas se encuentran en una fase exponencial de
crecimiento, hasta, finalmente, encontrar bajas concentraciones de carbohidratos
al final del estudio (48 horas después de la inoculacién). En contraste, no se
detectan variaciones ni concentraciones significativas en el caso de los azucares
totales por el método Fenol-Sulfurico en la fermentacion control, comparando con

las otras fermentaciones.
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Gréfico 3. Concentracion de carbohidratos controles en caldo MRS durante el crecimiento

de A) L. casei ssp paracasei LMGP-21380 y B) L. acidophilus LMGP-21381, donde las

fuentes de carbono son:
=G |UCOs3

== Lactulosa
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El consumo del acetato de lactulosa por las cepas probidticas puede observarse
en el Grafico 4, donde la concentracién de los azucares en el medio se ve
disminuida a la par del crecimiento de las dos bacterias. Lo que evidencia la
utilizaciéon del compuesto por las cepas probidticas, ya que conforme la

concentracion de los azucares totales en el medio disminuye, se incrementa el

numero de bacterias.
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Grafico 4. Cambio de la concentracion del acetato de lactulosa durante el crecimiento de
A) Lactobacillus casei subespecie paracasei LMGP-21380 y B) Lactobacillus acidophilus
LMGP-21381, en caldo MRS donde:

—4—Crecimiento == Conc azlicares

En contraste con el acetato de lactulosa, en el medio MRS-laurato de lactulosa,
mostrado en el Grafico 5, hay una escasa variacion de la concentracién de
azucares totales en el caldo de cultivo, manteniéndose en concentraciones de
alrededor de 5mg de azucares/mL del medio. Esto es congruente con el nulo
crecimiento de L. casei en la fermentacién, ya que si la bacteria no es capaz de
usar este compuesto como fuente de carbono, se ve dependiente de crecer de los
niveles residuales de azucar en el medio basal o del uso de otros componentes

mismos del medio MRS, como el extracto de carne (Bridson, 1978).
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Gréafico 5. Cambio de la concentracion del laurato de lactulosa durante el crecimiento de
Lactobacillus casei ssp paracasei LMGP-21380 en caldo MRS donde:

=—4—Crecimiento == Conc azlcares

Metabolismo de los ésteres de lactulosa por bacterias probidticas

Seguimiento del pH
Para este trabajo, se monitorearon los valores de pH en el medio MRS
modificando las fuentes de carbono ya que las variaciones en el pH evidencian el
metabolismo de la fuente de carbono por las bacterias acido lacticas pues estas
son fermentadoras obligadas.
En el Grafico 6 se observan los valores de pH a lo largo de las 48 horas de la
fermentacién de glucosa, lactulosa y los encontrados en la fermentacién control
(sin fuente de carbono). Para las dos cepas, los valores del pH en las
fermentaciones de glucosa y lactulosa presentan comportamientos muy similares.
En las primeras 6 horas el pH no se ve modificado pues coincide con las fase
adaptativa de las cepas en el medio, después de este tiempo se reduce de forma
exponencial hasta las 24 horas (de pH 6.3 a 4), para finalmente mantenerse
constante en pH 3.8 de las 24 a las 48 horas de la fermentacién pues las cepas ya
han alcanzado su fase estacionaria de crecimiento. En contraste con lo anterior,
en la fermentacion control, no hay variacién en el pH, manteniéndose en valores
de pH 6 durante las 48 horas de monitoreo del crecimiento de las dos cepas.
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En un trabajo anterior, Nava (2012) observé de igual forma en medio MRS una
disminucién del pH en el medio de 6.69 a 4.2 tras el crecimiento L. casei como de
L. acidophilus en 24 horas que durd su prueba, descubriendo de igual forma que
de entre las fuentes de carbono que varié en el medio de cultivo, fue en MRS-

glucosa cuando se logro el valor de pH final mas bajo.
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Grafico 6. Cambio del pH en caldo MRS durante el crecimiento de A) L. casei ssp
paracasei LMGP-21380 y B) L. acidophilus LMGP-21381, donde las fuentes de carbono

fueron' —4#=—Glucosa ~=Llactulosa Control negativo

Los valores de pH encontrados en las fermentaciones donde la fuente de carbono
fue el acetato de lactulosa se muestran en el Grafico 7, observando en él una
disminucién progresiva del pH desde 6 hasta 4, lo que evidencia la capacidad de

metabolizar dicha fuente de carbono por las dos cepas.
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Gréfico 7. Cambio del pH del caldo MRS-acetato de lactulosa durante el crecimiento de
A) L. casei ssp paracasei LMGP-21380 y B) L. acidophilus LMGP-21381

=—#=—Crecimiento == pH

Por otro lado, al analizar el comportamiento del pH y el crecimiento de L. casei en
MRS-laurato de lactulosa, mostrado en el Grafico 8, se puede apreciar que el pH
6.5 permanece constante a lo largo de las 48 horas de la fermentacién, lo que es

congruente con la falta de crecimiento de la cepa.
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Grafico 8. Cambio del pH del caldo MRS-laurato de lactulosa durante el crecimiento de
Lactobacillus casei ssp paracasei LMGP-21380
=#=—Crecimiento =fl=pH
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Productos de la ruta metabdlica

La disminuciéon del pH, antes mencionada, sugiere la producciéon de acidos
derivados de la fermentacion de los diferentes azucares por las bacterias. Las
cepas que se probaron son BAL, este grupo de microorganismos se relacionan
entre si por la produccion de acido lactico como principal o unico producto de
fermentacién. A través de un analisis por cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC) se detectd, en todas las fermentaciones por las dos cepas, produccion de
acido lactico.

En el Grafico 9 se muestra la produccién de acido lactico de todas las
fermentaciones, unico producto final de la fermentacion, lo que sugiere que estas
bacterias fermentan las hexosas en acido lactico como unico producto final de su
fermentacién (Hammes y Vogel, 1995). Ademas, en dicho grafico se observa que
la cepa de L. acidophilus produjo una mayor concentracion de acido lactico en el
medio con lactulosa que en el medio con glucosa, contrario a lo que sucede con la
cepa de L. casei donde se detectdé una mayor concentracion del acido en el

sobrenadante del medio de cultivo con glucosa.
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Grafico 9. Produccion total de acido lactico detectado por HPLC después de 48 horas de
crecimiento de las cepas 5.1 L. casei ssp paracasei LMGP-21380 y 5.2 L. acidophilus
LMGP-21381 en caldo MRS modificando la fuente de carbono.
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En cuanto al metabolismo de los ésteres, en el caso del acetato de lactulosa, se
detectd una concentracion de acido lactico de 6.47mg/mL por la cepa de L. caseiy
para la cepa de L. acidophilus se produjeron 4.26 mg de acido lactico/mL, esta
menor produccion entre las cepas puede deberse a que L. acidophilus tardd6 mas
tiempo en adaptarse al medio con esta fuente de carbono, teniendo asi una fase
lag muy larga.

En cuanto al laurato de lactulosa, la concentracion de acido lactico producido por
la fermentacidn de L. casei fue muy baja, con niveles practicamente insignificantes
y muy cercanos a la fermentacion control (0.84mg/mL), lo que hace evidente el

metabolismo nulo del compuesto por la cepa.
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DISCUSION GLOBAL

El estudio de la fermentacion a pequefa escala de compuestos con presunta
actividad prebidtica, como lo son los ésteres de lactulosa, es importante ya que
abre la puerta a la utilizaciéon de nuevos compuestos funcionales en alimentos, ya
que los ésteres pueden ofrecer propiedades tensoactivas asi como un presunto

caracter prebidtico, caracteristica a la que se enfoca este estudio.

Para este trabajo, se probaron dos ésteres como fuente de carbono: acetato de
lactulosa y laurato de lactulosa, esto con el fin de poder estudiar el metabolismo y
crecimiento de dos cepas probidticas (L. casei y L. acidophilus) a través de su
utilizacién y poder asi observar la influencia del grupo hidréfobo de la molécula

sobre ellas.

Para que las bacterias consuman los compuestos, es necesario que realicen dos
reacciones de hidrélisis en los ésteres de lactulosa: el enlace éster que une tanto a
la lactulosa como a la cadena hidrocarbonada en cuestion (acetato o laurato) y el
enlace glicosidico de la lactulosa (Figura 11). Es por esta razén que en primer
lugar se buscé de forma cualitativa la actividad esterasa en las bacterias por dos
métodos. Uno de ellos fue en sdlido, donde las dos cepas presentaron una
actividad positiva, mientras que en un segundo ensayo en liquido se confirmo

dicha actividad y mostré una preferencia por sustratos de cadena corta.

Una vez confirmada la capacidad que tienen las cepas por hidrolizar el enlace
éster, se estudio el crecimiento y metabolizacion de los compuestos. Se usé como
control al medio MRS, ya que favorece el crecimiento de bacterias del género

Lactobacillus. Se analizé ademas el crecimiento de las cepas en el medio MRS-
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lactulosa, ya que es este el azucar prebidtico de interés, observando que en
ambas cepas aumento la DOgyo, disminuyd el pH por la produccion de acido
lactico como unico producto de metabolizacion y disminuyd la concentracion de
dicho azucar. Ademas, se usdé como control negativo al medio MRS basal, sin
adicion de algun carbohidrato, en los perfiles de las cepas en este medio de cultivo
se observd poco crecimiento de las cepas, asi como una nula variacion en la
concentracion de azucares totales en el medio, no se detectaron productos de

metabolizacidn ni variaciones en el pH.

En cuanto al uso de acetato de lactulosa como fuente de carbono en las cepas
probidticas, se observd que el crecimiento de ambas cepas en MRS con dicho
compuesto fue muy similar al control negativo, sin embargo, el medio MRS-acetato
de lactulosa mostré una disminucién del pH por la producciéon de acido lactico
como unico producto de su metabolizacidn asi como una disminucidn de la
concentracion de azucares totales en el medio de cultivo, a diferencia del control
negativo que no reflejo variacion en ninguno de esos indicadores, lo que nos
sugiere que el acetato de lactulosa si es metabolizado por ambas cepas de
Lactobacillus. Sin embargo, L. acidophilus mostré una fase adaptativa muy larga
en el medio de cultivo, por lo que se probd solo a L. casei en MRS-laurato de

lactulosa.

L. casei se mantuvo en la misma concentracion celular las 48 horas del ensayo en
el medio MRS-laurato de lactulosa como fuente de carbono ya que la cepa no
pudo metabolizar el compuesto, evidenciandolo por la nula variaciéon de la
concentracion de azucares totales, de pH en el medio de cultivo y por la nula

produccion de acido lactico.
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CONCLUSIONES




Después de evaluar la capacidad fermentativa de las cepas comerciales
Lactobacillus casei subespecie paracasei LMGP-21380 y Lactobacillus acidophilus
LMGP-21381 en presencia de diversos carbohidratos en el medio de cultivo con el
fin de comparar su comportamiento en el medio MRS con ésteres de lactulosa

como fuente de carbono, se puede concluir lo siguiente:

® Se confirmo, de forma cualitativa, la presencia de la enzima esterasa en
ambas cepas probidticas, mostrando preferencia por sustratos de cadena
corta.

@ En medio MRS-glucosa y MRS-lactulosa ambas bacterias mostraron un
buen crecimiento evidenciado por la produccion de metabolitos propios de
la fermentacion, por los valores bajos de pH y la disminucién de los
carbohidratos en el medio de cultivo.

@ Ni L. casei ni L. acidophilus mostraron crecimiento en el medio MRS basal
(sin adicion de azucar).

¥ Ambas cepas probidticas crecieron en el medio MRS-acetato de lactulosa,
evidenciado por el aumento en la DOggo.

¥ La cepa L. acidophilus mostré un mayor tiempo de adaptacion al medio de
cultivo con el acetato de lactulosa, lo que sugiere una menor capacidad de
fermentar el compuesto en comparacion a la cepa L. casei ssp. paracasei.

W La capacidad de fermentar el acetato de lactulosa por las bacterias se
evidencio por la reduccién del pH, la disminucion en la concentracion de los
compuestos y produccion de acido lactico.

W [. casei no crecié en el medio MRS-laurato de lactulosa, manteniéndose en
concentraciones similares a la que fue inoculada, sin observar tampoco que
éste las inhibiera ya que no hubo muerte celular.

W [. casei no fue capaz de metabolizar al laurato de lactulosa evidenciandose
por valores constantes de pH en el medio de cultivo a lo largo de la
fermentacién, nula variacién de azucares totales en el medio y escasa

produccion de metabolitos.
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PERSPECTIVAS

Los ésteres de lactulosa deben probarse en un medio de cultivo con
condiciones similares a la microbiota intestinal como, por ejemplo,
condiciones anaerobias de cultivo y diversidad microbiolégica, para asi
observar la selectividad fermentativa de los compuestos por bacterias
benéficas bajo dichas condiciones.

Evaluar el efecto antimicrobiano de los ésteres de lactulosa frente a

microorganismos patégenos y de descomposicion presentes en alimentos.
Comprobar que los ésteres de lactulosa son seguros para su uso como
aditivo alimentario, asignando ademas una dosis de ingesta recomendada

que garantice una accion benéfica a la salud.

Desarrollo de nuevos productos usando ésteres de lactulosa como

emulsificantes y prebidticos en alimentos.
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Anexo |. Ajuste molar de laurato de lactulosa

e Se conté con 2g de laurato de lactulosa para la prueba
e Y considerando los pesos moleculares:

Lactulosa: 342.29g/mol

Laurato de lactulosa: 524.28g/mol

e Se realiza una relacion matematica para considerar la cantidad de lactulosa
presente en el laurato de lactulosa:

342.3g/mol

524g/mol 1.3g de lactulosa en la molecula

2g X

e Para poder incorporar el compuesto y conseguir una concentracién final de
la lactulosa al 2% en el medio de cultivo, se requirieron 65mL de medio
MRS.

Anexo Il. Curvas patron para la cuantificacion de azucares en el
medio de cultivo

Curva patrén de glucosa para la determinacién de la concentracion de azucares por DNS
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Curva patrén de lactulosa para la determinacién de la concentracion de azucares por DNS
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Curva patrén de glucosa para la determinacién de la concentracion de azucares por el
método Fenol-sulfurico.
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Anexo lll. Curva patron para la cuantificacion de productos finales
de las fermentaciones

Curva patrén de acido lactico para la determinacién de la concentracion de dicho
compuesto en las muestras analizadas por HPLC.
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