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ABSTRACT

Today, the high demand for natural foods, especially those that confer specific benefits
for the health of the consumer, called "probiotic products”, keep the food industry developing
new technologies to meet these needs in the population. In this context, it is not enough to
produce probiotic ingredients to confer functional, nutritional and technological characteristics to
the products that contain them, but also to ensure that these microorganisms are viable in the
final product when they are consumed and can have certain stability against the stress caused
during technological processes. As a result of this, the objective of this work is to assay the
influence of technological processes on the stability and viability of probiotic bacteria. The first
part consists of a bibliographic review of what these microorganisms are, their presence in food,
the tendency In the market, probiotic effects on health and technological aspects; The second
part is a report on the practical section in will the growth curve of several strains of probiotic
bacteria have been studied on three different media: the strain showing the best growth Will be

considered a good candidate to be tested as a probiotic ingredient.

RESUMEN

Hoy en dia la alta demanda por alimentos naturales en especial aquellos que al
consumirlos confieren beneficios especificos para la salud del consumidor, entre los que se
encuentran los denominados “productos probiéticos”, mantienen a la industria de los alimentos
desarrollando nuevas tecnologias para satisfacer estas necesidades en la poblacién. En este
contexto, no solo basta con producir ingredientes probiéticos para conferir caracteristicas
funcionales, nutricionales y tecnoldgicas a los productos que los contengan, sino que ademas
se debe garantizar que estos microorganismos sean viables en el producto final al momento de
ser consumidos y puedan tener cierta estabilidad frente al estrés provocado en los procesos
tecnoldgicos. A raiz de esto, el objetivo de este trabajo es ver qué influencia tienen los procesos
tecnoldgicos en la estabilidad y viabilidad de las bacterias probibticas. La primera parte consta
de una revisién bibliografica sobre qué son estos microorganismos, su presencia en los
alimentos, la tendencia en el mercado, los efectos que poseen los probidticos en la salud y
aspectos tecnolégicos. La segunda parte es un informe sobre el crecimiento de diversas cepas
de bacterias probidticas en tres medios de cultivo diferentes, de tal manera que la cepa que

desarrolle el mejor crecimiento sea candidata como ingrediente probidtico.



1. INTRODUCCION

1.1 DEFINICION DE PROBIOTICOS

El termino probidtico, derivado del griego y significando “para la vida”, fue usado por
primera vez en 1965 por Lilly y Stillwell para describir “substancias secretadas por un
microorganismo que estimulan el crecimiento de otro” y contrastado con el término antibi6tico.
Posteriormente el término se utilizd en otras materias y gané un sentido méas general. En 1971,

Sperti aplicé el término a extractos de tejido que estimulaban el crecimiento microbiano.

Parker (1974) fue el primero en usar el término probiético en el sentido que se le da
actualmente. Definié probiéticos como “organismos y sustancias que contribuyen al balance
microbiano intestinal’. Desde entonces el término ha experimentado diversas revisiones y
ampliaciones, quizas la definicion de probidtico que podemos considerar mas completa y
adecuada es “una preparacion de, o un producto conteniendo, unos microorganismos definidos,
viables y en suficiente cantidad para alterar la microbiota de un compartimento del huésped y

ejercer efectos beneficiosos para la salud de este huésped” (Schrezenmeir et al., 2001).

A medida que su uso se fue generalizando, fue necesario consensuar el significado del
término, por lo que, en 2002, la FAO, junto con la OMS, y teniendo en cuenta las aportaciones
de investigadores, industriales y especialistas en comunicacion (Marteau, 2006), establecieron
una definicién para el término probidtico: “organismos vivos que, ingeridos a dosis definidas

ejercen efectos beneficiosos para la salud del hospedador” (http://www.fao.org/food/food-safety-

quality/a-z-index/probiotics/es/).

En cuanto a su uso en las industrias lacteas, durante las Ultimas décadas, las bacterias
probidticas, se han incluido progresivamente en productos como los yogures y leches
fermentadas, debido a los beneficios percibidos para la salud que se describen en numerosas

publicaciones, y en particular en un informe de la FAO de 2001 (http://www.fao.org/3/a-

a0512.pdf). Entre los microorganismos utilizados por las industrias lacteas por sus efectos
probiodticos, destacan los lactobacilos, como Lactobacillus acidophilus y bifidobacterias

comunmente llamadas bifidus (Daly y Davis, 1998).

1.2 PRESENCIA EN ALIMENTOS Y PRODUCTOS COMERCIALES

La disponibilidad y familiaridad del consumidor con el concepto “probiéticos” ha ido
creciendo al mismo tiempo que lo ha ido realizando la investigacion de estos productos. En el

2006 se utilizo el término probidtico para mas de 600 productos alimenticios lanzados por la
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industria lechera (Sveje, 2007). Los mas conocidos en esta linea de productos probi6ticos son
leches fermentadas y yogures, los cuales son consumidos en dias o semanas después de su
fabricacion (Nagpal et al., 2007).

Los efectos esperados y que traeran beneficios al organismo dependeran de la cepa o
especie especifica, ademas de la dosis y la viabilidad de las bacterias ingeridas (Hill et al.,
2014). La Federacion Internacional de Lecheria (IDF) sugiere un minimo de 10’ UFC/g o
UFC/ml de células bacterianas probioticas vivas en el producto al momento del consumo
(Corona-Hernandez et al., 2013). Por consiguiente, es imprescindible mantener un nivel

adecuado de células viables y garantizar sus propiedades a lo largo de la vida util del producto.

Varios estudios han puesto en evidencia que las mejores matrices para proveer
probiéticos son productos fermentados con productos lacteos como son las leches fermentadas
y yogur, que por lo demas son los productos probidticos mas comercializados. Por otra parte,
ahora esta la necesidad de trabajar con nuevos probiéticos no lacteos y se ha encontrado que
los alimentos fermentados de manera tradicional pueden ser la base de trabajo para el
desarrollo de alimentos funcionales de tipo probidtico (De Vuyst et al., 2008; Ruiz-Moyano et al.,
2008; Ruiz -Moyano et al., 2011). Segun Granato et al., (2010), las personas que no incluyen en
su dieta productos derivados de animales, como la leche, ya sea por filosofia (vegetarianismo) o
por intolerancias (a la lactosa) o por prescripcion facultativa (hipercolesterolemia), también
eliminan de su dieta, sin ser conscientes de ello, los probidticos asociados a los productos
lacteos. Asimismo, estudios previos han informado sobre el uso de bacterias probidticas en
zumos de frutas, batidos de fruta, frutas minimamente procesadas, verduras fermentadas,
productos de aperitivos, aceitunas y bebidas de cereales para suministrar alimentos probioticos
libres de colesterol, lactosa y alérgenos presentes en productos lacteos (Martins et al., 2013).
Siguiendo en esta linea, se han utilizado con éxito para producir bebidas probibéticas, el zumo
de anacardo (Pereira et al., 2011), jugo de meldn cantalupo (Fonteles et al., 2011) y jugo de
pifia (Costa et al., 2013), esto utilizando varios tipos de matrices no lacteas. A pesar de ello, los
jugos de fruta al presentar una gran cantidad de agua hacen que aumente el costo de
transporte. Los jugos de fruta no estériles deben almacenarse bajo temperaturas de
refrigeracion para velar por su inocuidad. El secado es una forma de reducir los costos en
transporte y almacenamiento del producto (Krishnaiah et al., 2014), ademas permite que pueda

almacenarse bajo condiciones ambientales (Rocha et al., 2011).

Las bacterias acido-lacticas que participan en la elaboracion de numerosos alimentos de

consumo humano, mediante la fermentacion (Estrada et al.,, 2005). Suelen presentar



capacidades antagonicas frente al crecimiento de otros microorganismos potencialmente
perjudiciales, ademas de aportar mejoras en las cualidades organolépticas y/o reoldgicas de los
alimentos, por lo que su potencial biotecnolégico es de suma importancia (Lopez et al., 2007).

La inclusion y viabilidad de las bacterias probitticas en los alimentos a lo largo de su
procesamiento y su almacenamiento, en beneficio para la salud del consumidor, son un reto
constante para la industria de los alimentos, por lo que se requiere comprender los factores
tanto extrinsecos como intrinsecos del procesamiento (Granato, Branco, Cruz, Faria & Sha,
2010). Particularmente en el caso de los yogures, los microorganismos afiadidos como
probiéticos pueden interaccionar con los cultivos de iniciadores (starters) afadidos y se
almacenan, después de la acidificacion, en condiciones de baja actividad proteolitica con la
presencia de oxigeno y de bajas temperaturas, todo lo cual puede impactar negativamente en la
supervivencia de dichos microorganismos. Por consiguiente, podria ocurrir que los productos
finalmente comercializados sean incapaces de proporcionar los beneficios esperados en la
salud del consumidor incluso cuando se respetan los tiempos de vida util del producto y la

ingesta diaria recomendada (Granato, Branco, Cruz, Faria & Shah, 2010).

Numerosos estudios (Klein et al, 1998, Hamilton-Miller et al., 1999, Shah, 2000, Hamilton
— Miller y Shah, 2002, Temmerman et al., 2002) muestran que la identidad, cantidad y tipo de
especies recuperadas de productos destinados a consumo humano nho siempre se
corresponden con los indicados en las etiquetas. Recientemente, y como parte del proyecto de
la Comunidad Europea SMT4 CT98-2235, se han desarrollado y validado métodos para el
control oficial de los microorganismos probiéticos utilizados como aditivos en los piensos
destinados a la alimentacién animal (Leuchschner et al, 2002 a y b, 2003 a, b, ¢, d, y €)
incluyendo reglas para la numeracion y tipificacién de los mismos. Sin embargo, aln no existen
métodos oficiales europeos para el control de los productos destinados a la alimentacion

humana.

1.3 EL MERCADO MUNDIAL DE PROBIOTICOS

En la actualidad, debido a la gran competencia que existe en el mercado de los
productos lacteos, la industria lactea en su afan de satisfacer las necesidades del consumidor
se ha orientado a proveer componentes funcionales y/o para satisfacer necesidades
nutricionales especificas como en casos de obesidad e hipertension (Ferrao et al., 2016). Por

este motivo, y dado que los productos lacteos poseen la capacidad de mejorar la vida de



millones de personas en el mundo, el mercado de los productos probiéticos estd marcando una

tendencia sin precedentes.

Existe una tendencia mundial sobre el desarrollo y consumo de productos alimenticios
gue contienen probidticos y que significa una mayor demanda por parte del consumidor lo que
puede significar un aumento considerable en el mercado de alimentos funcionales (Khan et al.,
2011).

Hacia el afio 2011 el mercado mundial de probiéticos fue de 27,9 Billones de USD y se
estima alcance los 44,9 Billones de USD en el 2018 (Transparency Market Research, 2013) 1].
Hacia fines de la década de 1980 unas pocas bacterias probiéticas tenian predominio en el
mercado, incluyendo Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus casei Shirota, vy
Bifidobacterium animalis lactis (BB12). A pesar de que los productos probiéticos son
comercializados en todo el mundo, y sus beneficios son demandados por personas de todo
género, raza, edad, ubicacion geografica y estado de salud, la disponibilidad de estos productos
se limita a personas de paises mas desarrollados quienes se permiten comprar productos
probiéticos premium. Se sostiene que cinco factores guiaran el desarrollo y aumentaran el
acceso a una nueva generacion de probioticos de origen local. Estos cinco factores son:
diferencias en la composicién de la microbiota intestinal, desarrollos tecnolégicos, viabilidad de
los probidticos en matrices alimentarias locales, valorizacion de la propiedad de los probidticos

de origen local y requisitos nutricionales y de salud especificos. (Figura 1).
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Figura 1: Factores que guiardn el desarrollo de probidticos de origen local a una
nueva generacion, beneficiando particularmente a las subpoblaciones de los paises
en desarrollo (Fondo Monetario Internacional, 2009).



Estos microbios beneficiaran a personas de paises en vias de desarrollo que
generalmente poseen un escaso poder adquisitivo y por ende acceso restringido a los
probidticos, pero que, sin embargo, estdn expuestos a malas condiciones de higiene,
compuestos toxicos, malnutricion e infecciones entéricas cronicas. Estas oportunidades
anteriormente descritas podrian justificar e incentivar la financiacion de mas investigacion sobre

estos productos (Sybesna, et al., 2015).

1.4 EFECTOS DE LOS PROBIOTICOS SOBRE LA SALUD HUMANA.
REGLAMENTACION OFICIAL.

1.4.1. Efectos beneficiosos de los probiéticos

Entre los beneficios para la salud que se adjudican a los probioticos se incluye el alivio
de ciertas intolerancias, como la intolerancia a la lactosa; la mejora de la biodisponibilidad de
nutrientes y la prevencion o disminuciéon de su prevalencia para ciertas alergias en personas
susceptibles (Isolauri, 2001; Jahreis et al.,, 2002; Chiang and Pan, 2012). Los probiéticos
ademas pueden tener efectos antimutagénicos, anticancerigenos, hipocolesterolémicos,
antihipertensivos, previenen la osteoporosis y pueden funcionar como inmunomodulares
(Chiang y Pan, 2012). Asi mismo, estd descrito que pueden mitigar los sintomas de las
patologias inflamatorias intestinales, sindrome del intestino irritable, colitis, enfermedad hepética
alcoholica o estrefiimiento y pueden atenuan el riesgo de padecer cancer de colon, higado y
mama (Prado et al., 2008).

Las Unicas afirmaciones de salud relativos a cultivo de bacterias lacticas (LAB)
aprobadas por la EFSA en virtud del articulo 13 del Reglamento R1924/2006 dice relacién con
los cultivos tradicionales de yogur y su capacidad para mejorar la tolerancia a la lactosa (EFSA,
2010). La EFSA estima que no hay suficiente evidencia cientifica hasta la fecha que sustente la
demanda relativa a los probidticos. Por lo tanto, en lo inmediato se debe informar a los
consumidores y autoridades sobre: (1) identificacion del género, especie y cepa del probidtico
presente en el producto; (2) citas sobre la efectividad de la cepa probiética publicados en
estudios humanos; y (3) el respaldo de que el producto contiene el nivel suficiente y necesario
del probiético hasta el final de su vida Uutil como se establecié en las publicaciones realizadas
(Douglas y Sanders, 2008).

Sin embargo, muchos de estos beneficios potenciales no estan suficientemente
documentados cientificamente, por lo cual, a partir del 2006 la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria ha establecido reglamentos en relacion con las declaraciones sobre las propiedades

saludables relacionadas con los probiéticos. Este Organismo no acepta declaraciones que

8



afirmen que la salud se ve mejorada en si debido al aumento de bacterias benéficas en el
intestino, debido a la falta de apoyo cientifico especifico ain no demostrado. Todo manifiesto
sobre propiedades saludables debe tener sustento por evidencias que demuestren beneficios
especificos para la salud.

1.4.2. Los requisitos reglamentarios

En los ultimos afios los requisitos reguladores mundiales han afectado en gran medida al
mercado de los probidticos (Burgain et el., 2011). En realidad, las declaraciones de propiedades
saludables se deben basar en la viabilidad celular y en la funcion probittica (Jankovic et al.,
2010, Burgain et al.,, 2011). En el caso de Europa, la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria ha rechazado innumerables solicitudes de declaraciones de propiedades saludables
de los probioéticos, el cual declara que la palabra “probidticos” lleva consigo un efecto implicito
en la salud (Marsh et al., 2014). En este punto, a pesar de existir estudios que apoyan la
eficacia probidtica, las condiciones regulatorias, en particular en la UE, han reducido las
demandas que los fabricantes pueden hacer sobre sus productos (Olivo, 2014). Por otro lado,
en los Estados Unidos, la Agencia de alimento y farmacos (FDA) permite el uso de las
reivindicaciones en la promocion de la salud en general debido al valor nutritivo. No obstante, la
ley actual no permite el uso de reclamos que tengan relacion con el tratamiento de
enfermedades (Olivo, 2014).

1.5. ASPECTOS TECNOLOGICOS.

1.5.1. Inestabilidad de los probidticos

La estabilidad probiética puede verse afectada o comprometida por tres caracteristicas
de los ingredientes presentes en los alimentos, dado que estos pueden ser protectores, neutros
o perjudiciales (Mattila-Sandholm et al., 2002), por lo tanto, la compatibilidad que se desarrolle
entre los probioticos y los ingredientes presentes en los alimentos determinan su supervivencia.
En estudios realizados, se evidencia que existen aditivos tales como algunos tipos de azlcares,
edulcorantes, sales, compuestos aromaticos (diacetil, acetaldehido y acetoin), aromatizantes o
colorantes naturales y artificiales, nisina, natamicina, lisozima o nitrito, que ponen en peligro el
crecimiento y viabilidad de las bacterias probiéticas utilizadas para productos fermentados y no
fermentados (Vinderola, costa, Regenhardt y Reinheimer, 2002). Se tiene evidencia de que
durante el proceso de almacenamiento, suelen darse niveles altos de ciertos ingredientes
pueden afectar el crecimiento de los probiéticos y por consiguiente su viabilidad en el producto
(Boylston et al., 2004; Lee, Salminen, 2009).



Debido a la alta demanda de productos probidticos en el mercado actual, las industrias
dan preferencia a los productos probiéticos deshidratados, esto debido a su estabilidad durante
el almacenamiento y la facilidad en cuanto a la operacién para ser transportado e incorporado
en varios alimentos. Ahora bien, para que exista una actividad funcional 6ptima de las cepas

probidticas esta dependera de la dosis a ingerir (Johansson et al., 2015, Zhu et al., 2014).

Por otro lado, son innumerables son los factores que podrian tener efectos adversos en
la viabilidad de los probidticos en los alimentos, incluyendo: ambiente &cido o pH bajo,
produccion de peréxido de hidrégeno, disponibilidad de nutrientes, presencia de oxigeno
disuelto, actividad del agua, temperatura de procesamiento y de almacenamiento y posible
interaccidn con otras cepas microbianas e inhibidores competitivos, entre otros (Coman et al.,
2012; Kailasapathy, 2002). Por tal motivo, para evitar la variabilidad entre lotes y optimizar la
viabilidad de la cepa probiética en el producto final deben estar bien definidas y controladas su

linea de procesamiento y almacenamiento posterior.

1.5.2. Procesos industriales y su efecto sobre los probiéticos

Condiciones de fermentacion

Para que se den las condiciones que resulten de un Optimo crecimiento y asegure la
viabilidad de las bacterias probiéticas, la temperatura de fermentacion, que es uno de los
factores mas importantes en el proceso productivo de productos probiéticos, debe darse en el
intervalo de 37 — 43°C (Boylston et al., 2004; Korbekandi et al, 2011; Lee, Salminen, 2009). A
pesar de que existen cepas de bacterias acido lacticas como Lactobocillus acidophilus cuyo
crecimiento es compatible con los 45°C, su crecimiento 6ptimo se da entre 40 — 42°C,
generalmente temperaturas por encima de los 45 — 50°C durante el procesamiento resultan
nocivos y terminan afectando a la viabilidad probiética, esto debido a que las altas temperaturas
pueden provocar en las bacterias probidticas un dafo irreversible lo que puede traer como
consecuencias la pérdida de la viabilidad y funcionalidad debido a la posible desnaturalizacion

de las proteinas en su estructura (Bustamante, Villarroel, Rubilar & Shene, 2015).

Por otro lado, la presencia de oxigeno durante el proceso de fermentacién trae consigo
la pérdida de viabilidad de las bacterias probitticas, especialmente cuando nos referimos a
bifidobacterias que tienen caracteristicas de anaerobios estrictos (Gaudreau, Champagne,
Remondetto, Bazinet y Subirade, 2013). Dentro de los métodos que se han conseguido para
eliminar el contenido de oxigeno durante la fermentacion, la fermentacion a vacio es el mas

importante (Cruz, Faria, & Van Dender, 2007).
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Operaciones de congelacion/descongelacion

A pesar de que las bacterias probibticas presentan mayor tiempo de supervivencia en
los productos congelados, el dafio que causa este proceso en las membranas celulares de
estos microorganismos, a causa de las tensiones mecéanicas provocadas por cristales de hielo,
ya sea a nivel intercelular como intracelular es bastante dafiino, dado que condensan los
solutos en el medio y las células sufren deshidratacion durante el proceso de congelacion, por
lo tanto las actividades metabdlicas que hacen posible la viabilidad de la célula se ve reducida o
interrumpida (Akin, akin, & Kirmaci, 2007). Por otro lado, si bien la congelacion incide en la
viabilidad de las bacterias probiéticas debido al efecto antes sefialado, el proceso de
congelacion lento provoca un mejor mantenimiento de los probiéticos en el producto (Fowler,
Toner, 2005; Mohammadi et al, 2011).

Contenido de oxigeno y potencial redox

Durante el periodo de almacenamiento de productos probi6ticos, uno de los factores que tienen
mayor incidencia sobre la viabilidad y estabilidad de estas bacterias son el contenido de
oxigeno y el potencial redox (Lee y Salminen, 2009). Existen al menos 3 maneras en que el

oxigeno puede afectar a los siguientes factores (Korbekandi et al., 2011):

Viabilidad de los probidticos;

2. Causa toxicidad para algunas células en presencia de oxigeno ciertos cultivos producen
peréxidos y,

3. La oxidaciébn de componenetes lipidicos producen radicales libres que resultan ser

téxicos para las bacterias probidticas.

Ahora bien, para evitar toxicidad y la consecuente pérdida de funcionalidad o viabilidad
de las bacterias probibticas es necesario que el nivel de oxigeno en el interior del envase que

contiene el producto sea lo mas bajo posible.

1.6. PRODUCCION DE PROBIOTICOS COMO INGREDIENTES

1.6.1. Condiciones de Crecimiento

Una de las caracteristicas que destacan en las bacterias acido lacticas es su capacidad
para sobrevivir en ambiente acido como el jugo gastrico, la cual las hace idéneas como
probidticas, ya que se deben asimilar, crecer y finalmente adaptarse a las condiciones del tracto
intestinal (Holzapfel y Schillinger, 2002). En estudios previos, se ha evidenciado que el tiempo

necesario para que las bacterias lacticas alcancen su sitio en el intestino y poder asi desarrollar
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sus propiedades funcionales es de 90 minutos (Fernandez y col., 2003), de un total de 10 cepas
8 resistieron 90 minutos y 2 solo resistieron 60 minutos.

Considerando que tanto Lactobacillos como Bifidobacterium suelen encontrarse
naturalmente en el tracto digestivo de algunos animales y en la leche materna, las condiciones
Optimas de crecimiento para Lactobacillos se sitia en torno a los 37°C, con caracteristicas de
anaerobiosis facultativa (Colombo et al., 2014) y para Bifidobacterium, cuya caracteristica de
crecimiento es anaerobio estricto, posee tolerancia a los medios acidos con pH que fluctian
entre 4,5y 5, y también se desarrollan a concentraciones elevadas de sales biliares (Gomez &
Malcata, 1999).

Las Bifidobacterium son bacilos Gram-positivos, anaerébicos estrictos, que no poseen la
capacidad de generar esporas, y suelen crecer de forma ramificada. Estas bacterias son uno de
los pocos microorganismos que se asientan de forma natural en el tracto gastrointestinal de los
recién nacidos (Turnbaugh et al., 2009). Hasta el momento han sido identificadas mas de 30
especies diferentes de Bifidobacterium que no presentan grandes diferencias genéticas entre si.
El ambiente natural donde estos microorganismos se desarrollan en forma 6ptima son el tracto
gastrointestinal humano, la cavidad oral, el tracto genitourinario femenino y la vagina
(Turnbaugh et al, 2009; Turroni et al., 2008).

1.6.2. Técnicas de concentracion de probiéticos

La centrifugacion se ha considerado desde hace mucho tiempo la técnica mas comun
para obtener un concentrado celular. La temperatura a la cual opera esta técnica suele ser 4°C.
No obstante, existen muy pocos estudios respecto del efecto que pudiese tener este proceso
sobre la viabilidad de las bacterias probidticas posterior al secado. Por otro lado, otra técnica
utilizada para estos efectos es la filtracidbn por membrana, sin embargo, esta técnica no se ha

ensayado en el contexto de la pulverizacién o secado bacteriano.

1.6.3. Estabilizacion.

Para llevar a cabo el proceso de estabilizacion de las bacterias probidticas durante el
procesamiento, la técnica que es utilizada cominmente es el secado, con lo cual se logran
estabilizar formulaciones de ingredientes o0 alimentos que contienen microorganismos como
bacterias y levaduras por un periodo largo de tiempo (Anal & Singh, 2007; Meng, Stanton,
Fitzgerald, Daly, & Ross, 2008; Peighambardoust, Tafti, Hejazi, & Hesari, 2011). En estado
deshidratado, siempre y cuando las condiciones de almacenamiento de estos microorganismos
sean las adecuadas, es muy probable que las bacterias permanezcan por largo periodos de

tiempo incluso afos conservando su vialidad en un estado vitrificado. Ahora bien, una vez que
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estos microorganismos son rehidratados, las células en su estructura se hinchan en forma
rapida y retornan su estado vital, este fenbmeno se denomina anhidrobiosis (Crowe, 1992), el
cual puede ser traducido como “superviviencia sin agua”. Hoy en dia un ejemplo practico que se
utiliza para llevar a cabo la deshidratacion de levaduras y otros microorganismos es la
pulverizacion, técnica masificada a nivel industrial (Pereira, Panek, & eleutherio, 2003). A pesar
gue esta técnica parece de gran utilidad, trae como consecuencia una fuerte disminucién en las
tasas de supervivencia de los microorganismos como los probiéticos debido a que estos son
sensibles al calor, y, por lo tanto, son vulnerables (Meng et al, 2008; Schutyser, Perdana, &
Boom, 2012). Por este motivo, para microorganismos como los probiéticos se utiliza la
liofilizacién, que a pesar de ser una técnica que consume demasiada energia y que opera en
forma discontinua (Saxelin et al, 1999) logra generar un producto que conserva una mejor
viabilidad.

Actualmente la microencapsulacién, como proceso estabilizador, estd ganando interés
en el campo de los productos probidticos dado que favorece la viabilidad de estos
microorganismos en los alimentos y mejora la perspectiva nutracéutica. Desde el punto de vista
operacional, es importante que la microencapsulacion otorgue proteccion mientras se lleva a
cabo el proceso de liofilizacion, esto durante la etapa de almacenamiento y durante el paso por
el tracto gastrointestinal. Por lo mismo, el polimero a ser utilizado en este proceso ha de ser no
citotoxico, cumplir una funcién antimicrobiana para impedir el atague de otras bacterias que
puedan atenuar las propiedades funcionales en el huésped (Capela, et al., 2006; Huq et al.,
2013).

Mediante este método es posible disminuir o atenuar los efectos adversos que pueden
afectar la viabilidad de las bacterias probibticas en la matriz alimentaria, como son la presencia
de oxigeno, ambiente acido o enzimas digestivas. Para llevar a cabo esta tecnologia de la
microencapsulacion son ampliamente utilizadas las técnicas de extrusion y emulsion,
especificamente para microorganismos probiéticos (Rokka y Rantamaki, 2010). Otras dos
técnicas a destacar, que en la actualidad se utilizan en forma amplia y que aportan protecciéon a
los probidticos, son el secado por pulverizacion y la liofilizacion (Dianawati et al., 2013a,
Dianawati et al., 2016%). No obstante, lo anterior, una de las desventajas de utilizar la técnica de
secado por pulverizaciébn a altas temperaturas, que si bien es cierto elabora capsulas de

tamafio mas pequena.

La liofilizacién es una de las técnicas que hoy en dia se utilizan en forma amplia, dado

que, por su forma de operar genera en las bacterias encapsuladas o probidticas menos dafio y
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por lo tanto otorga al producto final un alto nivel de viabilidad celular. Se han realizado trabajos
en donde probidticos tales como Bifidobacterium longum (Amine et al., 2014) y Bifidubacterium
animalis (Dianawati & Shah, 2011), se han encapsulado previamente al proceso de liofolizacion
con la finalidad de crear una forma probi6tica seca que facilita el almacenamiento a largo plazo,
antes de insertarlo en varios productos (Song, & wei, 2014).

1.7. EFECTO DE LA MATRIZ FINAL

Debido al avance de las nuevas tecnologias y a los nuevos conocimientos sobre las
bacterias probiéticas, la industria de los alimentos no sélo dirige su objetivo a alimentos lacteos,
sino que también a productos no lacteos tales como los mencionados en el apartado B de la
introduccion, por lo tanto el reto o gran desafio que se enfrenta hoy en dia la industria
elaboradora de productos probiéticos es como mantener la viabilidad de estos microorganismos

cuando se encuentran en un medio que no les es habitual como lo son los productos lacteos.

1.7.1. Productos lacteos

Los productos tales como yogures y bebidas tipo yogur son los que han sido mas
utilizados como portadores de probidticos en Occidente, esto se explica tanto por motivos
histéricos como por razones techologicas. Los probidticos tales como Bifidobacterium y
Lactobacillus son los microorganismos comercialmente disponibles dado que su medio natural

es la leche.

Generalmente los probi6ticos, por motivos tecnologicos y funcionales suelen
desarrollarse si se les acompafa por cultivos iniciadores como Lactobacillus delbureckii subsp.
Bulgaricus y/o Staphilococcus thermophilus. La razdén tecnolégica recae en que aportan
estructura y sabor al producto, y cuando se encuentran con cultivos iniciadores desarrolan de

mejor manera sus propiedades funcionales.

Otros productos donde los cultivos probiéticos se suelen emplear son las leches sin
fermentar “leche acidophilus dulce”, y la razén de esta denominacion es por que la leche carece
de amargor (Mcdonough, Hitchins, Wong, Wells, & Bodwell, 1987).

Otros productos que son de interés en los que los probidticos se desarrollan de forma
Optima y otorgan caracteristicas viables deseadas son los quesos, a pesar de que estos
productos requieren tiempo de maduracion, se ha evidenciado que en ellos los probidticos
tienden a ser estables por periodos largos. Llevando a cabo una fermentacién adecuada en el
gueso, se puede conseguir un recuento elevado de bacterias probidticas que se encuentran

generalmente sobre las 10° UFC/g (Ibrahim et al., 2010).
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1.7.2. Bebidas fermentadas de soja

En los paises asiaticos, los productos como “yogures de soja” son productos probidticos
fermentados que, sin embargo, no se consumen habitualmente con el propdsito de aportar
probiéticos. En estudios realizados, se evidencia que la fermentacion lactica de la leche de soja
puede mejorar la disponibilidad de minerales y especificamente aumentar el nivel de vitamina B,
ademas de aumentar la biodisponibilidad de las isoflavinas (Recka & Vijayalakshmi, 2010). A
pesar de que los “yogures de soja”’ no se elaboran con el propésito de aportar probiéticos a la
dieta, la fermentacién de estos productos tiene la particularidad de disminuir el sabor a soja de
los productos y por otro lado la estabilidad de los probio6ticos de los productos fermentados a

base de soja es semejante a la del yogur.

2. OBJETIVOS

Considerando los antecedentes expuestos anteriormente, y dada la importancia de las
bacterias probioticas, por su aportancién de funcionalidad y sus aplicaciones en el ambito

tecnolégico, el objetivo principal de este trabajo es el siguiente:

Determinar en qué medio de cultivo diferentes cepas de bacterias probidticas se
desarrollan de mejor manera con el fin de garantizar su viabilidad como ingredientes probioticos

en el producto final.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Cepas bacterianas:

Para desarrollar este trabajo, se utilizaron 15 cepas bacterianas (Tabla 1):

Cod. Cepa | Especie

DES-0401 Bifidobacterium animalis

DES-0444 Bifidobacterium bifidum

DES-0468 Bifidobacterium breve

DES-0428 Bifidobacterium breve

DES-0452 Bifidobacterium breve

DES-0421 Bifidobacterium breve

DES-0455 Bifidobacterium breve

DES-0451 Bifidobacterium breve

DES-0456 Bifidobacterium breve

DES-0415 Bifidobacterium breve

DES-0388 Bifidobacterium breve

DES-0039 Bifidobacterium breve

DES-0458 | Bifidobacterium longum ssp infantis
DES-0448 | Bifidobacterium longum ssp infantis
DES-0407 | Bifidobacterium longum ssp longum
Tabla 1: Cepas bacterianas utilizadas en el presente estudio
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Todas las cepas pertenecian al género Bifidobacterium y se agrupaban en 5 especies
(Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium
longum ssp infantis y Bifidobacterium longum ssp longum), que pertenecen a bacterias
probidticas:

3.2 Medios de cultivo:
En este trabajo se han utilizado 4 medios de cultivo, con los que se ha analizado el

comportamiento de crecimiento de las cepas de bacterias probidticas. 3 medios se han utilizado

en estado liquido y uno se solidificé con agar:
Medios en estado liquido:

El medio Man Rogosa Sharpe (MRS) con 0,1 g/l de L-cisteina, estd descrito como un
medio idéneo para el crecimiento de bacterias de los géneros Lactobacillus y Pediococcus.
Este medio se adquiere en estado gelificado en placas de Petri de la marca Scharlau, tiene un

color marrén claro (EMD Chemicals, MRS Agar, 2002). Su composicionen, en g/l es la

siguiente:
Peptona proteosa : 10,0
Extracto de carne : 8,0
Extracto de levadura 14,0
D(+) -Glucosa : 20,0
Acetato de sodio 5,0
Citrato de triamonio 02,0
Sulfato de magnesio 10,2

Sulfato de manganeso : 0,05

Fosfato dipotasico 02,0

Polisorbato 80 01,0

A esta formulacion se afiadié L-cisteina (Sigma Aldrich) a razén de 0,1 g/l

El medio Reinforced Clostridial Medium (RCM). Este medio es utilizado para el
crecimiento de especies bacterianas del género Bifidobacterium. Para el desarrollo de este

trabajo se utilizé la siguiente composicion:

Extracto de levadura 16,509
Peptona : 5,039
Glucosa 12,5049
Almidén soluble :051¢
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Cloruro de sodio 12,509
Acetato de sodio 11509
Clorhidrato de cisteina :0,25¢g

El medio Bifidus Selective Medium (BSM), es un medio idéneo para el crecimiento de
bacterias Bifidobacterium, esto debido a que contiene todos los nutrientes que requieren estos
microorganismos. En este caso, se prepard a partir de un medio comercial de la marca Sigma
Aldrich, adicionando 55,5 g/l de agua destilada, y posteriormente se filtré a través de 0,2 um de

tamafo de poro para eliminacién del agar. Su composicion es la siguiente:

Extracto de Peptona y Carne como fuentes de carbono, nitrdgeno, vitaminas y minerales.
Extracto de levadura, vitaminas del complejo B que estimulan el crecimiento bacteriano. La
dextrosa es la fuente de carbohidratos. Cloruro de sodio mantiene el equilibrio osmético. Hay un
compuesto en baja concentracion para desintoxicar subproductos metabodlicos. Contiene
agentes reductores y agentes tampoén. Las sales selectivas inhiben el crecimiento de mohos,

enterococos y otros.
3.3 Preparacion de las muestras
Siembra en placa

Se estudiaron un total de 15 cepas bacterianas de origen humano, procesados en 3
lotes de tal manera que en cada lote se trabajo con 5 cepas. El procedimiento que se aplico a

cada lote es el que se describe a continuacion:
Primer lote: DES-401, DES-444, DES-468, DES-428, DES-452
Segundo lote: DES-421, DES-455, DES-451, DES-456. DES-415
Tercer lote: DES-388, DES-039, DES-0458, DES-444, DES-407

Se realizé cultivo en placa por duplicado en medio RCA por estrias, inoculando con asa
de siembra punta redonda desde el tubo eppendorf que contiene cada cepa a la placa, entre
unos 10 a 15 segundos, inoculando la mitad de la placa y luego tomando el extremo derecho
del barrido en placa se prosiguidé con la segunda mitad de la placa, una vez inoculadas, luego
gue procedi6 a incubar en camara a 37°C en condiciones de anaerobiosis, utilizando sobres de

anaerogel de la marca oxoid.

Una vez transcurridas al menos 48 horas de incubacién, y antes de proceder al cultivo
en los tres medios liquidos testeados, se prepard una suspension celular de cada cepa

bacteriana. Para esta operacion, se dispusieron en una gradilla 1 tubo eppendorf de 2 ml, para
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cada microorganismo conteniendo 1 ml de agua peptonada y 2 colonias procedentes de las
placas en medio RCA.

3.4. Siembra en medio liquido

Una vez realizada esta etapa, se procedio a realizar cultivo en medio liquido para cada
cepa, por duplicado, por lo que se utilizaron 30 tubos de 15 ml que fueron inoculados con 100
ML de las suspensiones bacterianas contenidas en los tubos eppendorf mencionados

anteriormente.

Una vez dispuestos los tubos inoculados con cada cepa por duplicado, se llevaron a una
camara de incubacion a una temperatura de 37°C en condiciones de anaerobiosis (sin

agitacion).
3.5. Determinacion de la concentracion bacteriana

La concentracién de bacterias se midid6 mediante un espectrofotometro “eppendorf
BioPhotometer” a 600 nm, utilizando el siguiente procedimiento: de los tubos de 15 ml que
contienen el cultivo celular se tomaron 1 ml de cada uno y se afadieron a cubetas, una para

cada cepa.

La primera medicibn de absorbancia se realiz6 una vez trancurridos 24 horas de
incubacién de las cepas bacterianas a 37°C. posteriormente se realizaron mediciones cada 3

horas después de transcurridas 45 horas desde el inicio.

Se consideraron validos aquellos valores situados entre 0,2 y 0,8. Los cultivos
bacterianos que mostraron una DOgo superior a 0,8 se diluyeron 1/5 o 1/10 para obtener

lecturas adecuadas.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

RESULTADOS

Los valores de crecimiento de las diferentes cepas de cada lote en los cuatro medios de
cultivo ensayados se recogen en las Tablas 1, 2 y 3. En dichas tablas se indica la DO600
obtenida para cada ensayo en las distintas fechas (a las 24, 45, 48, 51 y 70 h después de la

inoculacion en el lote 1; a las 24, 45, 46 y 49 h para los lotes 2 y 3).

18



Tabla 1: Crecimiento observado para las cepas (DES-468, DES-401, DES-452, DES-428, DES-444) del lote 1 en
los medios de cultivo RCM, BSM y MRS-Cys

Lote 1

Medio Cepa 23-05-2017 24-05-2017 25-05-2017 25-05-2017 25-05-2017 Promedio T5-T6 26-05-2017 26-05-2017
14:00:00 (TO) 14:00:00 (T1) 11:00:00 (T2) 14:00:00 (T3) 17:00:00 (T4) 12:00:00 (T5) 12:00:00 (T6)

DES-468 0 0,012 0,533 0,771 0,994 1,270 1,240 1,30

DES-401 0 2,287 2,335 1,614 2,294 3,650 3,790 3,51

RCM DES-452 0 1,405 1,123 2,150 1,815 3,145 3,040 3,25

DES-428 0 0,474 1,403 1,742 1,712 2,400 2,370 2,43

DES-444 0 0,043 0,265 0,391 0,367 0,655 0,540 0,77

DES-468 0 0,004 0,389 1,482 1,555 1,415 1,410 1,42

DES-401 0 2,188 1,945 2,222 2,257 3,320 3,220 3,42

BSM DES-452 0 0,749 0,847 1,792 1,800 2,330 2,180 2,48

DES-428 0 0,659 1,385 1,556 1,573 1,940 1,440 2,44

DES-444 0 0,029 0,765 1,377 1,774 2,460 3,580 1,34

DES-468 0 -0,018 0,600 1,124 1,287 1,880 1,950 1,81

DES-401 0 2,617 3,080 2,742 rkEx 5,005 5,350 4,66

MRS-Cys DES-452 0 0,036 0,068 0,106 0,171 1,755 2,140 1,37

DES-428 0 0,027 0,243 0,425 0,702 4,205 4,010 4,40

DES-444 0 0,049 0,038 0,121 0,181 0,545 0,540 0,55

Tiempo (h) 0 24 45 48 51 70 70 70

Tabla 2: Crecimiento observado para las cepas (DES-421, DES-455, DES-451, DES-456, DES-415) del lote 2 en los
medios de cultivo RCM, BSM y MRS-Cys

Lotre 2

Medio Cepa 05-06-2017 06-06-2017 07-06-2017 |Promedio T3-T4|  (07-06-2017 07-06-2017
14:45:00 (T0) 14:45:00 (T1) 11:45:00 (T2) 14:45:00 14:45:00 (T3) 15:45:00 (T4)

DES-421 0 1,252 0,743 1,241 0,854 1,627

DES-455 0 0,749 1,278 1,324 1,443 1,205

RCM DES-451 0 1,185 1,553 1,594 1,593 1,594

DES-456 0 2,123 2,104 1,724 1,876 1,572

DES-415 0 0,147 1,905 2,256 2,196 2,316

DES-421 0 0,874 1,705 1,662 1,721 1,603

DES-455 0 1,102 1,567 1,562 1,553 1,57

BSM DES-451 0 0,96 1,186 1,123 1,176 1,069

DES-456 0 1,342 1,479 1,495 1,479 1,511

DES-415 0 0,029 0,994 1,141 1,121 1,161

DES-421 0 0,034 0,063 0,013 0.081 0,013

DES-455 0 0,007 0,022 0,054 0,072 0,035

MRS-Cys | DES-451 0 0,026 0,037 0,036 0,044 0,028

DES-456 0 0,022 0,041 0,033 0,057 0,008

DES-415 0 0,016 0,190 0,264 0,217 0,311

Tiempo (hrs) 0 24 45 48 48 49
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Tabla 3: Crecimiento observado para las cepas (DES-407, DES-448, DES-458, DES-39, DES-388) del lote 3 en
los medios de cultivo RCM, BSM y MRS-Cys

Lote 3
Medio Cepa 05-06-2017 06-06-2017 07-06-2017 Promedio T3-T4 07-06-2017 07-06-2017
14:45:00 (T0) | 14:45:00(T1) | 11:45:00(T2) 14:45:00 (T3) | 15:45:00 (T4)
DES-407 0 1,662 1,785 1,777 1,768 1,786
DES-448 0 2,068 1,864 1,964 2,020 1,908
RCM DES-458 0 1,779 1,991 2,000 1,820 2,18
DES-39 0 1,039 1,956 1,910 1,980 1,84
DES-388 0 2,313 2,184 2,341 2,481 2,2
DES-407 0 1,519 1,612 1,647 1,642 1,652
DES-448 0 2,176 1,800 2,030 2,048 2,012
BSM DES-458 0 2,034 1,580 1,902 1,940 1,864
DES-39 0 0,565 1,486 1,491 1,484 1,498
DES-388 0 1,058 1,966 1,912 2,040 1,784
DES-407 0 0,638 2,113 1,566 1,552 1,58
DES-448 0 2,326 3,088 3,078 3,168 2,988
MRS-Cys DES-458 0 0,046 0,114 0,091 0,056 0,125
DES-39 0 0,285 1,379 1,466 1,591 1,341
DES-388 0 0,085 0,099 0,628 0,092 1,164
Tiempo (hrs) 0 24 45 48 48 49

En las figuras 2 a la 10 se recogen los crecimientos de las bifidobacterias ensayadas en
los distintos medios, de forma grafica, lo cual permite apreciar mejor la evolucién del
crecimiento de las distintas cepas. Como se puede observar en dichas graficas, el crecimiento
bacteriano varié sustancialmente entre unas cepas y otras y en los distintos medios de cultivo

ensayados.

Medio RCM:

Como se puede observar en la Fig. 2, las cepas DES 401, 452 y 428 tuvieron un
crecimiento apreciable (superior a 0,5) a las 30 horas de cultivo. Sin embargo, las cepas DES-
444 y DES-468 no presentaron crecimiento apreciable o lo hicieron de una manera mas lenta (a
partir de las 40 h). Las cepas de crecimiento lento pueden necesitar mas tiempo de

aclimatacion al medio de cultivo.
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Crecimiento bifidobacterias en medio RCM

4
Es
BUEN) o
o
c
31
5 A
20 —0—
<,0 10 20 30 40 50
Tiempo (h)
—e— DES 468 —@— DES 401 DES 452 DES 428 —@— DES 444

Fig 2. Representacion grafica del crecimiento medido en forma de DOgqo frente al
tiempo de incubacion en horas de las cepas del primer lote en el medio RCM.

Como se puede observar en la Fig. 3, se observa un comportamiento muy similar a la
del primer lote, en este caso la cepas DES-456, DES-421, DES-451 y DES-455 son las que
mejor crecimiento presentan, en cambio la cepa DES-415 se desarrolla a un ritmo mas lento.
Esta gran diferencia se puede deber a que el medio RCM es un medio especifico para
Bifidobacterias ya que presenta buena aclimatacién y nutrientes necesarios para un buen

crecimiento.

Crecimiento de bifidobacterias en medio RCM
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Fig 3. Representacion gréafica del crecimiento medido en forma de DOggo frente al tiempo de
incubacién en horas de las cepas del segundo lote en el medio RCM.

En la siguiente grafica (Fig.4) se observa que todas las cepas presentan buen
crecimiento, alcanzando las cepas DES-407, DES-448, DES-458, DES-388 un valor de 0,5
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antes de 10 horas de incubacion, mientras que la cepa DES-39 crece un poco mas lento pero
también de forma apreciable. Se podria explicar este comportamiento debido a que el medio es
especifico para bifidobacterias y presenta componentes como fuentes de carbono (glucosa y
almidoén soluble) y nitrégeno (peptona) que podrian favorecer dicho crecimiento.

Crecimiento bifidobacterias en medio RCM
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Fig 4. Representacion grafica del crecimiento medido en forma de DOeoo frente al
tiempo de incubacién en horas de las cepas del tercer lote en el medio RCM.

En conjunto y tal como se aprecia en las figuras (2, 3y 4), el medio RCM, a pesar de ser
un medio para Clostridium permite un buen nivel de crecimiento en la mayoria de las cepas
bacterianas estudiadas, en 24 horas de incubacién. Asi, la cepa que demostré buen crecimiento

fue correspondiente al segundo lote, DES-456 de la especie Bifidobacterium breve.

Medio BSM:

Como se puede observar en la Fig. 5, las cepas DES 401, 452 y 428 tuvieron un
crecimiento muy similar con respecto al medio RCM, (superior a 0,5) a las 30 horas de cultivo,
siendo la cepa DES-452 la que desarrollo un mejor crecimiento respecto del cultivo RCM. El
resto de las cepas (DES-444 y DES-468) tuvieron el mismo comportamiento que en el caso
anterior, crecieron de una manera mas lenta (a partir de las 40 h). Las cepas de crecimiento

lento pueden necesitar mas tiempo de aclimatacién al medio de cultivo.
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Crecimiento bifidobacterias en Medio BSM
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Fig 5. Representacion gréafica del crecimiento medido en forma de DOgqo frente al
tiempo de incubacién en horas de las cepas del primer lote en el medio BSM.

En la Figura 6 se puede observar que las cepas DES-456, DES-455, DES-451 y la DES-
421, todas ellas presentan buen crecimiento, sobrepasando los 0,5 antes de 10 horas de
incubacion, mientras que la cepa DES-415 lo hace mucho mas lento alcanzando 0,5 pasadas

las 30 horas.

Crecimiento de bifidobacterias en medio BSM
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Fig 6. Representacion gréfica del crecimiento medido en forma de DOeoo frente al
tiempo de incubacion en horas de las cepas del segundo lote en el medio BSM.

Respecto a la grafica correspondiente al tercer lote (Fig 7), se observa que todas las

cepas presentan buen crecimiento, destacando la cepa DES-448 que presenta el maximo entre
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ellas, llega a un valor entre 2 y 2,5 al tiempo de 30 horas, las demas cepas crecen a diferente
ritmo siendo la mas lenta la cepa DES-39.

Crecimiento bifidobacterias en medio BSM
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Fig 7. Representacién grafica del crecimiento medido en forma de DOgq frente al
tiempo de incubacién en horas de las cepas del tercer lote en el medio BSM.

En conjunto, y segun los datos de las graficas correspondientes a las figuras 5,6 y 7, se
observa que el comportamiento en este medio de las cepas estudiandas es muy similar a lo
observado en RCM, siendo en este caso las cepas bacterianas DES-448 y la DES-458 las que

mejor crecimiento tuvieron. Ambas pertenecen a la especie Bifidubacterium longum ssp infantis.

Medio MRS-Cys:

Como se observa en la Fig. 8, la cepa DES-401 es la Unica cepa que logra desarrollar un
crecimiento apreciable (cercano a 3) a las 30 horas de cutivo, mientras que el resto de las
cepas (DES-468, DES-428, DES-452, DES-444) mostraron un crecimiento muy escaso y lento
llegando a 0,5 a las 40 horas para el caso de la cepa DES-468. Esto puede ser debido a que el
medio MRS no es un medio especifico para Bifidobacterias, a pesar de ser el medio mas

recomendado.
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Crecimiento bifidobacterias en medio MRS
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Fig 8. Representacion gréafica del crecimiento medido en forma de DOggo frente al
tiempo de incubacién en horas de las cepas del primer lote en el medio MRS-
Cys.

En la Figura 9 se puede observar que todas las cepas (DES-421, DES-455, DES-451,
DES-456, DES-415), presentan lento y muy escaso crecimiento microbiano, escasamente la
cepa DES-415 llega a 0,5 pasada las 40 horas, el cual se puede explicar a la falta de
aclimatacion de dichas cepas por este medio, no redne las condiciones necesarias y €s poco

especifico.
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Fig 9. Representacion grafica del crecimiento medido en forma de DOgoo frente al tiempo
de incubacion en horas de las cepas del segundo lote en el medio MRS-Cys.
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Finalmente, en la Figura 10 se puede apreciar que la cepa DES-448 es la que mejor
crecimiento presenta, alcanzando 0,5 antes de 10 horas, las demas presentan un crecimiento
un poco mas lento como la cepa DES-407 que alcanza 0,5 entre las 20 y 30 horas. Esto puede
deberse a la poca aclimatacion de algunas cepas y por que quizas requieren de nutrientes mas

especificos.
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Fig 10. Representacién grafica del crecimiento medido en forma de DOsgqo frente al
tiempo de incubacién en horas de las cepas del tercer lote en el medio MRS-Cys

El medio MRS-Cys no es un buen medio para el crecimiento de bacterias lacticas
pertenecientes al género Bifidobacterium, salvo para algunas cepas que nho requieren de
nutrientes especificos tales como las cepas bacterianas DES-401 y DES-448 correspondientes

a las especies Bifidobacterium animalis y Bifidobacterium longum ssp infantis.

Se observan cepas que muestran un crecimiento lento y/o escaso en los tres medios

ensayados.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el estudio presentado indican de todas las cepas de la
especie bacteriana Bifidobacterium breve, muestran un grado de crecimiento satisfactorio con

los medios de cultivo RCM y BSM, siendo el medio RCM donde mejor crecimiento obtuvieron.

Otros microorganismos, como la cepa DES-401 perteneciente a la especie bacteriana

Bifidobacterium animalis y la cepa DES-448 perteneciente a la especie bacteriana
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Bifidobacterium longum ssp infantis tienen la particularidad de presentar crecimientos, que si
bien es cierto no son elevados (no llegan a una DOgy de 2,5 0 3), son muy similares en los tres
medios diferentes. De estos datos, podria deducirse que estas cepas no requieren nutrientes
especificos para su desarrollo.

En la industria de ingredientes probidticos, considerando que tanto los medios RCM
como BSM presentan condiciones de crecimiento idéneas para cepas bacterianas de
bifidobacterias al ser estos medios especificos, se trabaja generalmente con el medio RCM por

un tema de costos, dado que el medio BSM es mucho mas caro.

Llama la atencion que el medio MRS-Cys, habitualmente recomendado para el cultivo de
Bifidobacterium, no permita alcanzar grados de crecimiento similares a los otros dos medios
empleados en este trabajo. Los tres medios de cultivo son medios complejos, en los que es
dificil detectar que necesidades nutricionales no se estan satisfaciendo en alguno de ellos. A
grandes rasgos, la fuente de carbono (dextrosa en MRS y BSM; dextrosa y almidon en RCM) no
parece ser el nutriente limitante en el medio MRS. Por otro lado, la fuente de nitrégeno (en
forma de peptonas, extracto de carne y de levadura) se encuentra en concentraciones
comparables en los tres medios de cultivo. Es posible que otros factores, como el pH inicial o la
concentracion de L-cisteina (agente reductor que favorece el crecimiento de microorganismos
anaerobios) puedan ser la causa del distinto nivel de crecimiento alcanzado por la mayoria de

cepas estudiadas en los medios RCM y BSM por una parte, y el medio MRS-cys por otra.

5. CONCLUSIONES

Una vez finalizado este trabajo y habiendo obtenido los resultados cuyo analisis se han

detallado anteriormente, se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1. De los cuatro medios de cultivo ensayados, los medios RCM y BSM son los medios mas
adecuados para el cultivo de bifidobacterias. Ya que han permitido obtener DOggo

superiores a 2.

2. El medio MRS-Cys no es un medio eficaz para el desarrollo de bifidobacterias, ya que

en ningun caso se han obtenido crecimientos correspondientes a DOgqg Superiores a 3.
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3.

Las Unicas cepas de la especie Bifidobacterium bifidum estudiada, DES-444 y DES-468,
han mostrado un bajo crecimiento en todos los medios ensayados, lo cual hace indicar

gue requieren para su crecimiento de condiciones nutricionales especiales.
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