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RESUMEN

Lactobacillus plantarum es una bacteria acido lactica de gran interés
tanto probidtico como tecnoloégico. La capacidad probidtica de algunas cepas
de L. plantarum ha sido ampliamente estudiada, habiéndose demostrado su
capacidad de colonizar la mucosa intestinal. Por otro lado, es una de las
principales especies involucradas en procesos de fermentacion, sobre todo en
productos de origen vegetal.

El objetivo general de este trabajo fue estudiar la influencia de las condi-
ciones de crecimiento de L. plantarum en algunas caracteristicas de interés
para su posterior utilizaciéon como microorganismo probidtico. Asimismo se
estudio la capacidad de fermentacion de diversos azicares, de interés tanto
tecnologico como probidtico. Para ello se escogieron dos cepas, una carac-
terizada como cepa probidtica, y otra cepa aislada de un producto vegetal
fermentado.

Los aspectos estudiados incluyeron una caracterizacion de la capacidad
de crecimiento de ambas cepas bajo diferentes condiciones experimentales, lo
cual nos permitiria escoger las condiciones més adecuadas para la obtencion
de cultivos de L. plantarum con tasas de crecimiento y densidades celulares
elevadas.

Por otro lado se estudi6 la capacidad de supervivencia de L. plantarum frente
a las dos barreras mas importantes a las que se puede enfrentar en el transito
gastrointestinal , el jugo gastrico y las sales biliares, y se evaluo la influencia
sobre la misma de las condiciones de obtencion del cultivo. Ello nos per-
mitirfa escoger las condiciones de crecimiento mas adecuadas de acuerdo a
criterios de aptitud probiodtica evaluada in vitro.

Se estudio la capacidad antimicrobiana de ambas cepas frente a cuatro pa-
togenos de interés, con el objetivo final de escoger las condiciones de creci-
miento que favorecieran este caracter.



Por dltimo se estudio la capacidad para utilizar diversos azticares con obje-
to de prever la adecuacion de diferentes materias primas como sustrato de
fermentacion y/o obtencion del cultivo.

Los resultados obtenidos han mostrado que las dos cepas de L. plantarum
fueron capaces de crecer bajo las diferentes condiciones experimentales utili-
zadas (aerobiosis, anaerobiosis, aerobiosis a pH 5 y aerobiosis a pH 7), y que
las condiciones de crecimiento utilizadas modificaban su supervivencia pos-
terior al jugo gastrico simulado. El ajuste del pH del medio de crecimiento a
un valor de 7 provoco una disminucion notable de la resistencia celular al ju-
go gastrico, mientras que el ajuste a pH 5 la incrementaba. Por otro lado, las
células mas resistentes al jugo gastrico no mostraron una mayor resistencia
a las sales biliares y viceversa. Estos resultados dificultan el poder escoger
unas condiciones de crecimiento 6ptimas para favorecer la supervivencia de
L. plantarum durante el transito gastrointestinal.

Las dos cepas estudiadas mostraron capacidad de inhibir el crecimien-
to de Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium, Escherichia coli y
Staphylococcus aureus . Este efecto inhibidor era debido principalmente a la
capacidad de disminucion del pH de L. plantarum, probablemente a través
de la produccion de acidos organicos.

Por tltimo se estudio la capacidad de utilizacion de aztcares, encontran-
dose diferencias entre las dos cepas objeto de estudio.
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— CAPITULO 1—

INTRODUCCION

1.1. BACTERIAS ACIDO LACTICAS Y
FERMENTACION LACTICA

1.1.1. CARACTERISTICAS

Las bacterias acido lacticas engloban un grupo heterogéneo de micro-
organismos que tienen en comin una serie de caracteristicas morfologicas,
metabolicas y fisiologicas. De acuerdo a la taxonomia, el grupo de las bacte-
rias lacticas comprende doce géneros, todos de la division Firmicutes, orden
Lactobacillales. Las bacterias acido lacticas pueden ser agrupadas en un solo
grupo filogenético, junto a otras bacterias gram positivas con bajo porcentaje
de G+C (guanina y citosina).

Lactobacillus delbrueckii

Lactobacillus johnsonii
Staphyiococcus aureus Lactobacillus gasseri

Bacillus subtilis

Tetragenococcus halophilus [ actobacillus plantarum

o Pediococcus pentosaceus
Listeria monocytogenes
Lactobacillus brevis

Lactobacillus casei

Enterococcus faecalis Clostridium botulinum

Vagococcus salmoninarum
Carmnobacterium funditum

Aerococcus viridans Streptococcus thermophilus

Streptococcus pneumoniae

Lactococeus lactis
Weissella cibaria  Lactococcus cremoris

Oenococcus oeni .
Leuconostoc mesenteroides o1

Figura 1.1: Arbol filogenético de las bacterias lacticas y otras Gram +



1.1. Bacterias acido lacticas y fermentacion lactica

Generalmente se las describe como bacterias Gram +, con forma de cocos
o bacilos, no forman esporos, son inméviles, catalasa negativas, acido toleran-
tes y aero-anaerobias facultativas. Sin embargo, la propiedad mas relevante
de las bacterias lacticas esta relacionada con su metabolismo nutricional,
tienen la capacidad de metabolizar los carbohidratos y generar acido lactico
como producto final de la fermentacion.

Se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, normalmente
en ambientes muy nutritivos, ricos en azucares y proteinas, tales como ciertos
productos alimenticios (carne, leche, vegetales) o como integrantes en la flora
normal del tracto gastrointestinal, membranas y mucosas de mamiferos.

De los géneros de bacterias lacticas que se aprecian en la Figura 1.1 siete
van a ser relevantes en tecnologia alimentaria: Lactococcus, Streptococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Tetragenococcus y Lactobacillus.

1.1.2. METABOLISMO

Las bacterias lacticas son de metabolismo esencialmente fermentativo;
degradan las hexosas utilizando distintas vias enzimaticas:

» Via de Embden-Meyerhoft: usada por bacterias homofermentativas.
En la que convierte un mol de hexosa en dos moléculas de acido lac-
tico. Esta via depende de dos enzimas clave; la aldolasa, que divide la
fructosa 1-6 difosfato en dos triosas que serviran de sustratos para la
produccién posterior de ATP y la enzima lactato deshidrogenasa que
reduce el piruvato a D- o L- lactato. (Figura 1.2)

En determinadas condiciones medioambientales (limitacion o exceso de
fuente de carbono o hidratos de carbono poco utilizables) se produce
la llamada fermentacion &cido mixta con produccion final de acidos
lactico, acético, formico, CO2 y etanol (Fordice A.M et al., 1984)

= Via 6- FosfoGluconato: usada por bacterias heterofermentativas. En
esta via la aldolasa esta sustituida por otro enzima, la fosfocetolasa,



1.1. Bacterias acido lacticas y fermentacion lactica

originando cantidades equimolares de acido acético o etanol y acido

lactico. (Figura 1.2 )

Ademés las bacterias lacticas forman otros componentes orgénicos durante
la fermentacion que posteriormente intervienen en el sabor de los productos
fermentados como pueden ser diacetilo o acetoina.

A. B.
1 ATP 1ATP
A 1 NADH

Fructose 6-P 6-P-gluconate

1 ATP
1 NADH
Xylulose 5-P @

Fructose 1,6-BP

2 NADH

Glycer-  <g——y» Dihydroxy- Glycer- Acetyl-P
aldehyde-P acetone-P aldehyde-P :

4 ATP 2 ATP
2 NADH 1 NADH A

2 Pyruvate Pyruvate TATP

2 NADH y
1 NADH i%i

Acetyl-CoA

2 NADH

Figura 1.2: Rutas metabdlicas en bacterias lacticas. A. Homofermentacion, B. Hetero-
fermentacion, C. Fermentacion mixta. (Hofvendahl, et al.2003)



1.2. Utilizaciéon en la industria alimentaria

1.2. UTILIZACION EN LA INDUSTRIA
ALIMENTARIA

1.2.1. APTITUD TECNOLOGICA
1.2.1.1. FERMENTACION

Son muchos los productos alimenticios cuya fabricacion y caracteristicas
se fundamentan en las actividades fermentadoras de los microorganismos.
Ademés de aumentar su vida ttil, estos productos poseen un aroma y un
sabor proveniente, de forma indirecta o directa, de los microorganismos de
la fermentacion.

Los alimentos fermentados estaban muy probablemente entre los prime-
ros ments consumidos por el ser humano aunque no intencionadamente. Los
productos fermentados eran el inevitable resultado de la comida mal pre-
servada frente a los microorganismos. Asi por ejemplo, el zumo de uva u
otras frutas se mantenia dulce solo durante unos pocos dias hasta que se
transformaba en una “placentera "bebida. Poco después, se observd como la
mayoria de estos productos eran menos perecederos y mas seguros que los
mismos crudos. Hacia el ano 3000-4000 a.C. los egipcios producian cerveza
y pan. Existen pruebas de la elaboracion de productos lacteos en culturas
que existieron hace 4500 anos. Los primeros yogures fueron probablemente
de fermentacion espontanea, quiza por la acciéon de alguna bacteria del in-
terior de las bolsas de piel de cabra usadas como recipientes de transporte.
Ademas, podemos encontrar mucha informacion sobre la produccion de vino
y otros productos fermentados en la zona mediterranea. Pero fue durante el
imperio romano, cuando los nuevos materiales y tecnologias se expandieron
por las tierras conquistadas. Durante la edad media, la fabricacién de pan,
queso o cerveza se convirtioé en un oficio de artesanos y desde entonces has-
ta nuestros tiempos, los productos fermentados se han encontrado entre los
alimentos més importantes consumidos por el ser humano.

La fermentacion a nivel industrial hoy en dia no tiene nada que ver con
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el pasado. En muchos casos se llevan a cabo en biorreactores a partir de
cultivos iniciadores. Los cultivos iniciadores o estarter son preparaciones de
cultivos, de cepas de microorganismos seleccionados por su fuerte actividad
enzimatica, que agregados en proporcion definida, producen la transforma-
cion deseada del sustrato.

Estos microorganismos se encuentran liofilizados o congelados, se pueden
agregar directamente al producto, aunque en ocasiones pasan por una etapa
intermedia, se anaden al tanque de inoculo que puede tener un volumen de
50, 500 o 1000 litros segtn la escala industrial posterior. Del tanque de in6cu-
lo se pasa posteriormente al fermentador industrial cuyo volumen, que varia
de acuerdo al producto a obtener y a su concentracion, estd comprendido
comumente entre 10,000 y 100,000 litros.

La industria alimentaria utiliza sistemas de fermentacion con distinto
grado de estandarizacion dependiendo del producto. Asi, por ejemplo, en
los procesos de fabricacion de yogur se utilizan cepas muy especificas, ha-
bitualmente proporcionadas por una industria especializada en la obtencion
de dichos cultivos en forma de congelado o liofilizado. Los tiempos y tempe-
raturas de fermentacion estan preestablecidos y el producto final obtenido
presenta unas caracteristicas homogéneas en diferentes lotes de fabricacion.

Por el contrario, los productos vegetales fermentados se obtienen fre-
cuentemente con microorganismos propios de la flora natural presente en
la superficie, por lo que generalmente existe una mayor diversidad de mi-
croorganismos participantes. No es habitual el uso de cultivos iniciadores
industriales, los tiempos y temperaturas de fermentacion varian, y las carac-
teristicas del producto final pueden ser muy diferentes.

1.2.1.2. APTITUD PROBIOTICA

El uso de bacterias lacticas no responde tnicamente a la necesidad de
fermentar materias primas para la obtenciéon de alimentos con caracteristi-
cas propias. En los tltimos anos existe una demanda creciente por parte de
la sociedad de alimentos que contengan bacterias probidticas, asi como de
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bacterias probioticas administradas como suplemento alimenticio. Las bac-
terias probidticas, segin la OMS, son microorganismos vivos, que siendo
administrados en cantidades adecuadas confieren un beneficio en la salud
del huésped. La microbiota intestinal comprende aproximadamente el 95 %
de las bacterias totales en el cuerpo humano. Alrededor de 10°- 1019 UFC
por gramo de contenido intestinal. Es posible clasificar los componentes de
la microbiota segun los efectos que producen en la salud del huésped (Gibson
et al., 2003):

= Bacteria con efectos patogénicos
= Bacteria que presenta actividades patogenas y beneficiosas

» Bacteria con efectos estrictamente beneficiosos

Los géneros bacterianos més importantes, pertenecientes a este ultimo
grupo y considerados con propiedades probidticas son Bifidobacterium y Lac-
tobacillus. Estos han sido tradicionalmente escogidos como microorganismos
beneficiosos, debido a que promueven efectos saludables en sus nichos natu-
rales. De acuerdo a Salminen et al. (2004), se ha demostrado con ensayos en
humanos que las bacterias probiodticas ejercen un efecto probado en el con-
trol de las diarreas causadas por rotavirus y por consumo de antibitticos,
disminuyen los sintomas de la intolerancia a la lactosa, y también alivian sin-
tomas de alergias alimentarias en ninos. Ademés, mediante estudios atn por
confirmar en humanos se ha sugerido que podrian también prevenir algunas
enfermedades como el cancer de colon y vejiga, las diarreas por Clostridium
difficile, la enfermedad de Crohn, y ayudar a controlar el colesterol sérico,
entre otros efectos. A ello hay que sumarle sus efectos nutricionales como la
produccion de vitaminas del grupo B y K o 4cidos grasos de cadena corta.

Para que un microorganismo probidtico pueda ejercer su acciéon bene-
ficiosa en el hospedador es necesario que permanezca viable en suficiente
numero hasta el momento de su ingestion, y que sea capaz de atravesar las
barreras gastrointestinales para alcanzar el intestino y colonizarlo. Por lo
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tanto, su seleccion se realiza de acuerdo a criterios de actividad probidtica,
como por ejemplo actividad antimicrobiana frente a patogenos, pero tam-
bién de acuerdo a criterios relacionados con su capacidad de crecimiento y
de supervivencia frente a condiciones medioambientales adversas, es decir,
criterios de viabilidad.

Los factores mas importantes a tener en cuenta en la viabilidad de pro-
bidticos son:

= Las variables que se dan durante el crecimiento de la célula como el
pH del medio, el tipo y la concentracion de carbohidratos, las fases
del crecimiento y la situacion fisioldgica de las células en el momento
de su recoleccion. A este respecto es importante destacar que existe
muy poca informacion disponible en la literatura cientifica. En general
los cultivos se obtienen a la temperatura 6ptima para el crecimien-
to del microorganismo, y es practica habitual neutralizar el medio de
crecimiento para evitar el efecto inhibidor y conseguir asi mayores con-
centraciones microbianas. Se ha observado ademés que la presencia de
oxigeno en el medio puede provocar efectos toxicos en algunas cepas de
Lactococcus, y favorecer la produccion de peroxido de hidrogeno, que
podria ejercer un efecto autoinhibitorio (Mayrd-Mékinen, Industrial
Use and Production of Lactic Acid Bacteria).

= Las barreras biolégicas a las que se enfrentan las bacterias en el orga-
nismo, tales como jugos géstricos y sales biliares.

= Las resistencia frente a procesos tecnolégicos en la produccion de ali-
mentos.

La importancia de todos estos factores dependera en gran medida del
modo en el cual se administre el probiotico. Asi, existen microorganismos
probidticos, como los pertenecientes al género Bifidobacterium, que son muy
exigentes en cuantos a sus condiciones de crecimiento. Estos microorganis-
mos, en general, se anaden a los alimentos una vez finalizado el proceso
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de fabricacion. Por el contrario, existen microorganismos probioticos que
ademas son capaces de fermentar las materias primas alcanzando concentra-
ciones elevadas al final del proceso productivo, son los denominados estarter
probiodticos. Por dltimo, numerosas cepas probidticas son administradas en
forma de preparado alimenticio.

1.3. Lactobacillus plantarum

1.3.1. CARACTERISTICAS

El género Lactobacillus, al que se refiere este trabajo, es el grupo mas
amplio formado por mas de 80 especies y se caracteriza por su alta he-
terogeneidad. En concreto la especie estudiada Lactobacillus plantarum se
caracteriza por presentar células en forma de bacilos largos y extendidos cu-
ya longitud y curvatura depende de la edad del cultivo, la composicion del
medio y la tension de oxigeno. Las colonias de Lactobacillus plantarum en
medios solidos son pequenas (2-5um), convexas, opacas y sin pigmentos.

Lactobacillus plantarum es una bacteria lactica heterofermentativa facul-
tativa, metabolicamente muy flexible y versatil que se encuentra en un gran
rango de ambientes, incluyendo los productos lacteos y carnicos fermentados
o el tracto gastrointestinal humano (Kleerebezem et al. 2003). Sin embargo,
su nicho més habitual son los alimentos fermentados de origen vegetal.

Lactobacillus plantarum difiere del resto de especies Lactobacillus en los
siguientes aspectos:

1. Posee un genoma relativamente grande con numerosos genes que codi-

fican su capacidad de adaptacion a diversas condiciones (Kleerebezem
et al. 2003).

2. Puede fermentar gran cantidad de carbohidratos.

3. Requiere una alta concentracion de manganeso para su crecimiento, y
lo acumula de manera intracelular. El manganeso provee a Lactobaci-
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llus plantarum de una defensa frente al estres oxidativo. (Archibald y
Fridovich 1981).

4. Tiene una alta tolerancia al pH bajo lo que implica que frecuentemente
predomine en fermentaciones acido lacticas espontaneas e incluso, sea
capaz de sobrevivir a través del tracto gatrointestinal humano (Johans-
son et al., 1993).

Es ampliamente utilizada como starter en productos vegetales o animales
(Salovaara et al., 2004), como probiotico para humanos debido a sus acti-
vidades de mejora de la salud (Goossens et al., 2005) y dltimamente como

un vehiculo para la produccion de compuestos terapéuticos (Mercerier et al.,
2003).

1.3.2. L. plantarum 299v

L.plantarum 299v es una de las cepas probitticas de Lactobacillus mas
estudiadas. Esta cepa ha sido aislada del intestino humano, lo que explica
su amplio poder beneficioso en el tracto gastrointestinal. Tiene excelentes
caracteristicas de adhesiéon mediante la uniéon de manosa en células de la
mucosa, coloniza el tracto intestinal e impide por tanto que otras bacterias se
adhieran, Ademas, L.plantarum 299v ha demostrado estimular la produccion
de mucina en las células, evitando la colonizacion por patogenos. Se utiliza
ademas como microorganismo modelo para la produccion de bacteriocinas
(Gyu-Sung et al., 2010).

Algunas de las propiedades demostradas de L. plantarum 299v son:

s Se adhiere a las células del colon formando una barrera defensiva.

= Disminuye de distension abdominal en pacientes con sindrome de in-
testino irritable.

= Mejora el estado de la mucosa por disminucion de bacterias gram ne-
gativas.
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s Reduce la inflamaciéon de la mucosa intestinal.
s [ncrementa la concentracion de acidos carboxilicos en heces.

= Disminuye la concentracion de fibrindgeno en la sangre (evitando la
coagulacion).

Actualmente se comercializa en Espana bajo el nombre de Protransitus
(Laboratorios Salvat), presentado en capsulas digeribles, e indicado para
pacientes con sindrome de intestino irritable.

10



— CAPITULO 2

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La tendencia actual al desarrollo de nuevos alimentos fermentados a par-
tir de materias primas diferentes y preferiblemente con efectos beneficiosos
para la salud del consumidor esta impulsando un fuerte esfuerzo investiga-
dor para aislar, caracterizar y optimizar la utilizaciéon de cepas de bacterias
acido lacticas con propiedades adecuadas.

Lactobacillus plantarum se esta mostrando como una especie de gran
interés dada su capacidad de ejercer de cultivo iniciador, es decir, es capaz
de fermentar las materias primas con eficacia, incluyendo matrices de origen
vegetal, y ademas, muchas cepas presentan probada capacidad probiotica.

El objetivo general de este trabajo fue estudiar la influencia de las con-
diciones de crecimiento de L.plantarum en algunas caracteristicas de interés
para su posterior utilizacién como microorganismo probidtico. Asimismo se
estudio la capacidad de fermentacion de diversos azicares, de interés tanto
tecnolégico como probidtico.

Se plantearon los siguientes objetivos parciales:

» Estudiar la influencia de las condiciones de cultivo (presencia y au-
sencia de oxigeno, pH) en la tasa de crecimiento y densidad méaxima
celular alcanzada por L. plantarum 299v y CECT 748.

= Estudiar y comparar la supervivencia de las dos cepas en un sistema
modelo de jugo gastrico y sales biliares.

= Establecer si las condiciones de obtencion del cultivo (presencia y au-
sencia de oxigeno, pH) influyen sobre la supervivencia de L.plantarum
al jugo gastrico y a las sales biliares.

» Estudiar la capacidad antimicrobiana frente a diversos microorganis-
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mos patogenos de interés en alimentos (L. monocytogenes, S. typhi-
murium, S. aureus y E. coli).

» Analizar la capacidad de fermentacion de diferentes carbohidratos y
determinar si existen diferencias intraespecificas.

Para ello se escogieron dos cepas que a priori podian presentar diferente
comportamiento: L.plantarum 299v y L.plantarum CECT 748. La primera de
ellas es una cepa aislada del intestino humano y considerada con capacidad
probidtica, que se utiliza como suplemento farmacéutico en individuos con
alteraciones en la funcion intestinal. La segunda es la cepa tipo de la coleccion
americana, la ATCC 14917, cuyo origen es col fermentada.
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— CAPITULO 3—

MATERIAL Y METODOS

3.1. MEDIOS DE CULTIVO Y DE TRATAMIENTO

El agar y el caldo de cultivo Man, Rogosa, Sharpe (MRS) asi como el agar
tripticasa-soja (TSA) y el caldo triticasa-soja (TSB) fueron administrados
por la firma Biolife (Milan, Italia), y se prepararon siguiendo las instrucciones
del fabricante. Los medios TSB y TSA fueron suplementados con 0,6 % de
extracto de levadura (EL, Biolife).

Para llevar a cabo las diluciones decimales se utilizd6 como diluyente Ma-
ximum Recovered Diluent (MRD) (Oxoid).

Todos los medios, una vez preparados, se esterilizaron en un autoclave
durante 20 minutos a 121°C y se almacenaron hasta su posterior uso.

3.2. MICROORGANISMOS, SUSPENSIONES Y
CURVAS DE CRECIMIENTO

3.2.1. MICROORGANISMOS

Para este estudio se utilizaron las cepas microbianas presentes en la Ta-

bla 3.1. Todas las cepas se conservaron en crioviales (Scharlau, Barcelona,
Espana) a -80°C.

3.2.2. SUSPENSIONES DE TRABAJO

Las suspensiones de L. plantarum se prepararon a partir del criovial
en congelacion. Se sembraron placas de agar MRS por agotamiento y se
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3.2. Microorganismos, suspensiones y curvas de crecimiento

Microorganismos Caracteristicas
Procedente del intestino humano
Lactobacillus plantarum 299v y aislada del preparado comercial Protransitus LP

(Laboratorios Salvat, SA, Barcelona).

Lactobacillus plantarum CECT 748 | Fermentacion vegetales. Aislada a partir de col.

Listeria monocytogenes CECT 4032 Serotipo 4b
Staphylococcus aureus CECT 4459 Productora enterotoxina tipo B
Escherichia coli O157:H7 No productora de enterotoxina

Salmonella enterica
serovar Typhimurium CECT 878

Tabla 3.1: Cepas utilizadas y sus caracteristicas mas relevantes

incubaron durante 24 horas a 37°C en la camara de anaerobiosis MACS
VA500 (Don Whitley Scientific Limited, Shipley, Reino Unido). A partir de
una colonia aislada se sembraron frascos que contenian 10 ml de caldo MRS
estéril, se incubaron durante 12-16 horas a 37°C en agitacion y de nuevo en
condiciones anaerobicas. Tras ese tiempo se inocularon 50 ul del precultivo en
frascos de 50 ml de caldo MRS estéril obteniéndose una concentraciéon inicial
de aproximadamente 106 UFC/ml. Posteriormente los frascos se incubaron
en la camara de anaerobiosis o, en caso de condiciones aerobias, en estufas de
aire forzado (modelo HOTCOLD UL, Selecta). En ambos casos en agitacion
continua y a 37°C hasta alcanzar la fase de crecimiento deseada.

El tiempo de incubaciéon necesario para la obtenciéon de suspensiones
en fase estacionaria de crecimiento se determind a partir de las curvas de
crecimiento.

En el caso de los microorganismos patogenos resenados en la tabla 3.1, se
sigui6 el mismo procedimiento pero utilizando caldo TSB-EL y agar TSA-EL
como medios de cultivo, en condiciones de crecimiento a 37°C y aerobiosis.
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3.2. Microorganismos, suspensiones y curvas de crecimiento

=" 4

37°C /24-48 horas
37 °C / 15-48 horas

5

.

37°C /12 horas

Figura 3.1: Metodologia utilizada para la obtencion de las suspensiones en fase estacio-
naria.

3.2.3. OBTENCION DE SUSPENSIONES A DIFERENTES
CONDICIONES DE PH

Para estudiar la influencia del pH en el crecimiento y la resistencia ce-
lular se inocularon 100 pl de precultivo en frascos Erlenmeyer con 100 ml
de caldo MRS en el cual se sumergi6é un electrodo de pH conectado a un ti-
trador automético (Modelo pH Burette 24, Crison Instruments S.A., Alella,
Barcelona, Espana). Este equipo permite la medida continua del pH y su
mantenimiento a un valor constante preestablecido mediante la adiciéon de
volimenes adecuados de una solucion de acido o de alcali. Ademas, el equipo
dispone de un interface de conexiéon a un ordenador, para la adquisicion y
registro de los valores de pH y los volimenes de reactivos anadidos a lo largo
del tiempo de incubacién.

En esta investigacion se obtuvieron suspensiones de L. plantarum en
condiciones de pH constante de 5.0 y 7.0, utilizando como reactivos HCI 1N
para acidificar el medio, y NaOH 1N para alcalinizarlo. Estos cultivos se
obtuvieron siempre en condiciones de aerobiosis y se utilizdé un sistema de
agitacion magnética para garantizar la homogeneidad.
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3.2. Microorganismos, suspensiones y curvas de crecimiento

3.2.4. (CURVAS DE CRECIMIENTO

Para la elaboracion de las curvas de crecimiento, se extrajeron 0.1 ml de
muestra tras periodos de tiempo predeterminados. Se realizaron las corres-
pondientes diluciones decimales y se sembraron en superficie en placas de
agar MRS que se incubaron en camara de anaerobiosis a 37°C durante 24
horas. El recuento se realizdé de forma manual, y las curvas de crecimiento
se elaboraron representando el logaritmo del nimero de UFC/ml frente al
tiempo de incubaciéon. Las curvas se obtuvieron al menos por duplicado para
cada condicion experimental (anaerobiosis pH sin controlar, aerobiosis pH
sin controlar, aerobiosis pH 5,0 y aerobiosis pH 7,0) y para cada cepa (L.
plantarum 299v y L. plantarum CECT 748).

Las curvas de crecimiento se modelizaron utilizando el modelo de Gom-
pertz (Gibson et al., 1988) para lo que se utilizo el programa Microsoft Office
Excel 2010 (Microsoft Co., Redmond, Washington, EE. UU.) y la herramien-
ta Solver. Dicho modelo viene definido por la siguiente ecuacion:

L —Blr—ar)] }

Log N, = N, +C e\~

Figura 3.2: Ecuacién de Gompertz

4

La ecuacion de Gompertz es uno de los modelos primarios mas amplia-
mente utilizados para describir el crecimiento bacteriano. Representa un mo-
delo de regresion no lineal. Su forma sigmoidal esta representada por los
siguientes parametros:

= Ny; ntumero de microorganismos a tiempo t (UFC/ml)

Ng: logaritmo decimal del nimero inicial de microorganismos
(log UFC/ml)

C: logaritmo del recuento en la fase estacionaria

M Tiempo al cual el cultivo alcanza su maxima velocidad de creci-
miento (horas)
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3.3. Determinacion de resistencia

= B: velocidad de crecimiento relativo en el punto M (horas -1)

3.3. DETERMINACION DE RESISTENCIA

3.3.1. DETERMINACION DE LA RESISTENCIA AL JUGO
GASTRICO SIMULADO

Para determinar la resistencia al jugo gastrico se utilizo el sistema mode-

lo descrito por Vinderola et al. (2003). Como medio de tratamiento se utilizo
tampon fosfato sodico 0.1M, (segin Dawson R.M.C., 1974) que se esterilizo
en el autoclave y se almacend hasta su uso. Posteriormente se le anadié un
0.3% de pepsina (Sigma), 0.1% de NaCl y se acidifico con HCI hasta los
valores deseados de pH (1.5, 2.0 y 2.5). Para ello se utilizo un pHmetro (mo-
delo Basic 20, Crison Instruments S.A., Alella, Barcelona, Espana) al que se
conecto un electrodo de pH (modelo 52 03, Crison Instruments S.A., Alella,
Barcelona, Espana).
Posteriormente se procedio a la esterilizacion por filtracion con un filtro de
0.2 pm. Una vez filtrado se inocularon los microorganismos a una concen-
tracion inicial de aproximadamente 10" UFC/ ml, en un volumen de trabajo
de 10 mL. Se extrajeron muestras de 0.1 ml a intervalos de tiempo prede-
terminados neutralizandolas con tampoén fosfato no acidificado, y tras las
diluciones correspondientes se sembraron en superficie en placas de MRS
para su posterior incubacion.

3.3.2. DETERMINACION DE LA RESISTENCIA A SALES
BILIARES

Como medio de tratamiento se utilizo6 el tampon fosfato previamente
esterilizado como se comenta en la determinacién anterior. En este caso, se
prepararon 10 ml de tampoén fosfato, no acidificado (pH 7.0), en tubos estéri-
les y se les anadié una cantidad determinada de Sales Biliares (Biolife, Miléan,
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3.3. Determinacion de resistencia

[talia) obteniendo unas concentraciones finales de 0, 0.15, 0.30, 0.50, 1, 2 y
5%. El resto del procedimiento fue analogo al descrito para la determinacion
de la resistencia a jugo gastrico simulado.

Resistenciaa I 2 @ : . Resistenciaa
jugos gastricos ﬁ ﬁ sales biliares
10 ml Tampén Fosfato 10 ml Tampén Fosfato
acidificedo+0,3 g pepsina + Sales biliares

v v v
Diluciones decimales Diluciones decimales

o': \ [ . )
| o 5 7
e

Figura 3.3: Metodologia empleada para la determinacion de la resistencia al jugo géas-
trico y sales biliares.

3.3.3. INCUBACION Y RECUENTO DE SUPERVIVIENTES

El recuento de supervivientes se realizo en agar MRS mediante la técnica
de extension en superficie. Las placas se incubaban a 37°C en la cAmara de
anaerobiosis durante 24-48 horas hasta que el niimero de colonias se mantenia
constante.

El recuento de supervivientes se realizo por conteo manual o con la ayuda
del contador automatico de colonias mediante analisis de imagen. A partir de
estos recuentos se obtuvieron las correspondientes graficas de supervivencia
representando el logaritmo de la fraccion de supervivientes frente al tiempo
de tratamiento. Cada grafica se obtuvo al menos por duplicado en diferentes
dias de trabajo. Las diferencias entre la fraccion de supervivientes se ana-
lizaron mediente el test estadistico de t de Student utilizando el programa
informatico Graphpad Prism.
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3.4. Estudio de la capacidad antimicrobiana

3.4. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD
ANTIMICROBIANA

Se estudio6 la capacidad de inhibicion de las dos cepas de Lactobacillus
plantarum sobre cuatro microorganismos patégenos de interés: Listeria mo-
nocytogenes, Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus y Escherichia
coli O157:HT7.

Para ello, en una primera etapa se exploro la existencia de inhibicion del
crecimiento mediante la técnica de spot-on the lawn, utilizando una estria
de L. plantarum en lugar de crecimiento en forma de botén. Se prepararon
placas de MRS sobre las cuales se sembraron las dos cepas de L. plantarum
en estria, que se incubaron durante 24 horas a 37°C en anaerobiosis. Trans-
currido dicho tiempo, y una vez existia crecimiento microbiano abundante
en estria, se depositaron 7-10 ml de agar atemperado a 45°C e inoculado
con 107 ufc/ml del microorganismo patogeno indicador. Una vez solidificada
esta segunda capa se procedié a incubar las placas nuevamente, a 37°C y
aerobiosis, para permitir el crecimiento de la cepa patogena y observar la
presencia de halos de inhibicion del crecimiento como se muestra en la figura
34y 3.5.

Figura 3.4: Ensayo antimicrobiano. A.Listeria monocytogenes, B.Salmonella Typhimu-
rium

Una vez evidenciada la presencia de inhibiciéon del crecimiento, se pro-
cedi6 a desarrollar una metodologia que permitiera cuantificar el grado de
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3.4. Estudio de la capacidad antimicrobiana

Figura 3.5: Ensayo antimicrobiano. C.FEscherichia coli, D.Staphylococcus aureus

inhibicion del crecimiento mediante espectrofotometria. Para ello, a partir
de cultivos de L. plantarum, se obtuvieron los sobrenadantes libres de células
mediante centrifugacion (10.000 rpm/5 min) y filtracion del sobrenadante a
través de un filtro de 0,22 pm.

La capacidad inhibitoria del sobrenadante libre de células se evalu6 me-
diante el seguimiento de la evolucion de la absorbancia a 595 nm de un
cultivo del microorganismo patogeno ensayado en presencia y ausencia de
sobrenadante de L. plantarum. Ademés, con objeto de investigar en la na-
turaleza del efecto antimicrobiano observado las muestras de sobrenadante

a ensayar se procesaron segun se describe a continuacion (Essid et al., 2009;
Zago et al., 2011).

SN1: sobrenadante libre de células (pH 3.8)

SN2: sobrenadante libre de células y pH ajustado a 6.5 con NaOH.

SN3: muestra SN2, sometida a un tratamiento con 300 Ul/ml de ca-
talasa (Sigma) a 37°C durante 2h, seguido de una incubacion a 65°C
durante 30 min para inactivar la catalasa residual.

SN4: muestra SN2 sometida a una digestion con 1 mg/mL de tripsina
(37°C/1hora; 65°C/30 min).
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3.5. Utilizacion de distintas fuentes de carbono

Se utilizaron para ello placas microtiter, con volimenes de ensayo de 200 ul

por pocillo segiin se indica en la siguiente tabla:

Caldo TSB | Caldo MRS | Sobrenadante de L.plantarum | Suspension celular
estéril estéril (SN1,SN2,SN3,SN4) de patogenos
Control - 15041 50ul Opl Opl
Control + 1451 50ul Opl ol
Muestras 145pl Opl 50pl Sul

Tabla 3.2: Diseno del ensayo antimicrobiano por espectofotometria.

3.5. UTILIZACION DE DISTINTAS FUENTES DE
CARBONO

Para el estudio de la utilizacion de diferentes azticares se realizd un medio
liquido MRS con sus componentes habituales eliminando la glucosa. La tabla

3.2 muestra los componentes de la mezcla.

Componente Cantidad
Peptona 10 g/1
Yeast Extract 5 g/l
Beef Extract 10 g/1
Sodium Acetate 5 g/l
Ammonium Citrate 2 g/l
MgSO4 0.2 g/l
MnSO, 0.05 g/1
Tween 80 1 ml

Tabla 3.3: Componentes de caldo MRS sin azucares.

Se prepararon frascos de 50 ml de MRS sin aztcares a los que se les ana-
di6 1 g de los hidratos de carbono citados en la figura 3.3. Posteriormente
21



3.5. Utilizacion de distintas fuentes de carbono

fueron autoclavados durante 20 minutos a 121°C.

Una vez los medios fueron preparados se les anadi6 50 ul de suspension
bacteriana (aproximadamente 10% microorganismos/ml). Los frascos se in-
cubaron en aerobiosis a 37°C y en agitacion continua, y fueron utilizados
para realizar medidas de pH y de recuento microbiano tras 24 y/o 48h de
incubacion. Paralelamente, se inocularon 250 ul de cada frasco en 4-8 poci-
llos de placas microtiter, incubada en las mismas condiciones (Figura 3.6).
A partir de estas placas se realizaron medidas de absorbancia de cada poci-
llo a lo largo del tiempo de incubacion, a 595 nm, en un espectrofotémetro
modelo Tecan Genios (Tecan Ltd., Seestrasse, Suiza).

Aztucares utilizados

Sin azucares

Glucosa
Maltosa
Dextrina

Sacarosa

Rafinosa

Inulina

Fructosa

Lactosa
Almidon

Tabla 3.4: Azucares utilizados en el ensayo por espectrofotometria
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Log N° microorganismos (UFC/ml)

— CAPITULO 4—

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ESTUDIO DE LAS CONDICIONES DE
CRECIMIENTO

4.1.1. ANAEROBIOSIS Y AEROBIOSIS

Para conocer la influencia del oxigeno en el crecimiento de Lactobacillus
plantarum, tanto la cepa 299v como CECT 748 fueron incubadas en con-
diciones de aerobiosis y anaerobiosis. Las curvas de crecimiento obtenidas
aparecen representadas en la Figura 4.1.

299v =E‘ CECT 748
10.0 E 10.0-

9.5 f‘_‘\\ 2 951 )/-M’Y“ <
9.0
85 ;/ g 90 g

- E 85
8.0 2 '

: & 801
7.5 o 75
7.0 J S : g
6.5 § 7.0
6.0 -I ;E 6.5
5'5 T T T T T T T T T T 1 z G.G ! T T T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 g’ 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
-

Tiempo (horas) Tiempo (horas)

Figura 4.1: Curvas de crecimiento en anaerobiosis (@) y aerobiosis (m).

Como se puede observar, la fase de crecimiento exponencial se prolongd
en ambos casos hasta las 10-15 horas, momento en el cual se alcanzoé la fase
estacionaria. Tras un periodo de tiempo en fase estacionaria, variable segin
la cepa y las condiciones, el recuento microbiano comenzé a descender. Este
descenso se produjo antes y/o de manera mas acusada cuando las células se
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4.1. Estudio de las condiciones de crecimiento

cultivaron en condiciones en ausencia de oxigeno. La mayoria de las bacterias
lacticas suelen desarrollarse mejor en sistemas anaerébicos, atin cuando, co-
mo Lactobacillus plantarum son bacterias aero-anaerobias facultativas. Sin
embargo, las dos cepas de estudio crecieron de manera muy similar bajo ae-
robiosis y anaerobiosis. El cultivo en condiciones de anaerobiosis no provoco
la obtencion de tasa de crecimiento més elevada (ver Tabla 4.1). Por el con-
trario, el crecimiento en condiciones de aerobiosis fue incluso méas ventajoso,
ya que, como se aprecia en la Figura 4.1, pasadas 48 horas el recuento en
anaerobiosis habfa disminuido de manera mas acusada.

Sin embargo, este efecto no se confirmé en medio s6lido MRS, donde el
tamano de las colonias era mucho menor cuando se incubaban en presen-
cia de oxigeno (Figura 4.2), aunque los recuentos microbianos permanecian
idénticos.

Figura 4.2: Colonias en medio so6lido en aerobiosis (izquierda) y anaerobiosis (derecha).

4.1.2. CRECIMIENTO A DISTINTOS PH

Como ya se ha mencionado en la introduccion, las bacterias lacticas fer-
mentan los aztcares del medio, produciendo su acidificacion. Esta disminu-
cion del pH del medio, se cree es responsable de la inhibicion del crecimiento
y de la entrada en fase estacionaria de los cultivos, en la Figura 4.3, se
muestra la variacion del pH conforme aumenta el crecimiento microbiano de
ambas cepas cultivadas en condiciones de aerobiosis y de anaerobiosis.
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4.1. Estudio de las condiciones de crecimiento
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Figura 4.3: Variacion del pH durante el crecimiento de L.plantarum.

Se observa como el inicio de la bajada de pH comenzaba aproximada-
mente a las 2-3 horas de incubacion, cuando el cultivo se encuentra en su
fase exponencial y que el pH disminuia progresivamente a valores de apro-
ximadamente 3.6-3.8, en los cuéles se estabilizaba una vez alcanzada la fase
estacionaria para las dos cepas estudiadas y las dos condiciones de creci-
miento.

Dada la importante acidificacion que se produce en el medio de cultivo,
la neutralizacion del mismo es un recurso utilizado en la obtencién industrial
de cultivos iniciadores para conseguir una mayor densidad celular y con ello
una mayor eficacia en el proceso de produccion. Con objeto de comprobar
este extremo, se obtuvieron las curvas de crecimiento de L. plantarum 299v
y CECT 748 en condiciones de pH controlado, mediante el uso de un ti-
trador automaético. La Figura 4.4 muestra las curvas de crecimiento a dos
niveles de pH (pH neutro 7.0 y pH ligeramente acido 5.0) de las dos cepas
objeto de estudio. Estas suspensiones se obtuvieron siempre en condiciones
de aerobiosis.
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4.1. Estudio de las condiciones de crecimiento
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Figura 4.4: Crecimiento de L.plantarum a pH constante.

La Figura 4.5 muestra las curvas de crecimiento obtenidas para las dos
cepas y las cuatro condiciones estudiadas a efectos comparativos. Es impor-
tante resaltar que las curvas correspondientes a las denominaciéon de aero-

biosis y anaerobiosis fueron obtenidas en condiciones de ausencia de control
de pH (Figura 4.3)
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4.1. Estudio de las condiciones de crecimiento

Curvas crecimiento 299v Curvas crecimiento CECT 748
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Figura 4.5: Curvas de crecimiento de las dos cepas de L.plantarum estudiadas. Anae-
robiosis(@®), aerobiosis(m), pH 7 constante(A ), pH 5 constante(w).

Los datos experimentales se ajustaron al modelo de Gompertz que des-
cribe la curva de crecimiento microbiana hasta el momento de comienzo del
declive. Los coeficientes de determinacion (r?) de todos los ajustes fueron
superiores a 0.975.

Los parametros cinéticos obtenidos se incluyen en la Tabla 4.1.

No C B M Recuento méx.

(Log UFC/ml) | (Log UFC/ml) | (1/horas) | (horas) | (Log UFC/ml)
299v ana 6.099 3.549 0.235 3.421 9.648
299v aero 6.393 2.808 0.353 4.383 9.201
299v pHT 6.695 2.638 0.197 6.306 9.333
299v pH5 6.650 2.997 0.367 5.454 9.647
748 ana 6.323 3.111 0.301 5.204 9.434
748 aero 6.446 2.786 0.548 3.588 9.232
748 pH7 6.319 3.107 0.294 5.204 9.426
748 pH5 6.475 3.153 0.319 5.854 9.628

Tabla 4.1: Parametros obtenidos para la modelizacion de las curvas de crecimiento

Al comparar el crecimiento en condiciones de aerobiosis y anaerobiosis
se puede observar que, para las dos cepas estudiadas, se obtuvo una tasa
de crecimiento méas rapida en aerobiosis (parametro B), aunque el recuento
maximo alcanzado fue inferior.
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Respecto al pH, se observa que a pH 5.0 se obtuvieron mayores concen-
traciones microbianas finales, y que a pH 7.0, las tasas de crecimiento fueron
mas bajas, sobre todo en la cepa 299v.

Por otro lado, al comparar las etapas finales de la curva de crecimiento,
no incluidas en la modelizacion de Gompertz, se observa que efectivamente
el control del pH a un valor de 5.0 retrasaria la fase de declive en los dos
microorganismos estudiados.

En la siguiente seccion se comprobara cuales de estas condiciones son las
més adecuadas para los diferentes estudios de supervivencia.

4.2. ESTIMACION DE LA RESISTENCIA AL
TRANSITO GASTROINTESTINAL

Una de las principales caracteristicas de los microorganismos probioti-
cos es la capacidad de atravesar el sistema gastrointestinal para ejercer su
funcion beneficiosa. El jugo géstrico y las sales biliares son las barreras mas
importantes a las que se ve expuesto un microorganismo probiotico en nues-
tro organismo. Pese a su importancia, no se conoce con detalle como podrian
influir los factores fisiologicos celulares en la resistencia microbiana. En esta
parte de la investigacion se llevo a cabo un estudio para caracterizar y com-
parar la resistencia a jugo gastrico simulado y a sales biliares de las dos cepas
objeto de estudio, y se evalud la influencia de las condiciones de obtencion
del cultivo en dicha resistencia.

4.2.1. RESISTENCIA A JUGO GASTRICO SIMULADO
4.2.1.1. CARACTERIZACION

El jugo gastrico humano puede mostrar un pH variable, generalmente
comprendido entre valores de 1.0 y 3.5, dependiendo de diversos factores
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4.2. Estimacion de la resistencia al transito gastrointestinal

fisiologicos, como son entre otros, la presencia de bolo alimenticio.

Inicialmente se caracterizé la resistencia a distintos valores de pH de
las dos cepas cultivadas en condiciones de anaerobiosis (pH 1.5, 2.0 y 2.5),
siguiendo la técnica que se cita en la seccion 3.3.1. De este modo se escogieron
las condiciones de trabajo méas adecuadas para el estudio posterior.

299v anaerobiosis 748 anaerobiosis

Log (N¢/N,)

L) ) 1 ) 1
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Tiempo(minutos) Tiempo(minutos)

Figura 4.6: Graficas de supervivencia frente al jugo gastrico simulado a pH 1.5(A),
20(@) y 2.5(m).

La Figura 4.6 muestra las graficas de supervivencia a los tres valores
de pH estudiados en ambas cepas. La velocidad de inactivacion fue menor
conforme el pH del jugo gastrico simulado aumentaba, de hecho a pH 2.5
pasadas dos horas de tratamiento no existié tan apenas inactivacion. Ambas
cepas mostraron una cinética de inactivacion muy similar, si bien la cepa
CECT 748 fue ligeramente mas resistente. Esta mayor resistencia se debe a
la presencia de un fenémeno de hombro, que fue de mayor duraciéon en la
cepa 748 y que también se observo en las graficas de supervivencia realizadas
a pH 1.5. La presencia de fenémenos de hombro en las graficas de supervi-
vencia frente a los agentes quimicos es un hecho frecuente (Cebrién et al.,
2008), y se atribuye a la necesidad de que se produzca un nimero elevado de
danos subletales en las células antes de que comience la inactivacion celular.
También se ha propuesto que el hombro podria ser el reflejo de un retraso
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en el comienzo de la inactivacion celular debido a la necesidad por parte del
agente quimico de atravesar las envolturas celulares antes de alcanzar sus
dianas en el interior de las bacterias.

Para llevar a cabo los estudios de resistencia bajo las diferentes condicio-
nes de crecimiento, se eligio como pH de trabajo 2.0, ya que permitia obtener
una grafica de supervivencia en un tiempo de trabajo adecuado.

4.2.1.2. INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO

A continuacion se estudi6 la resistencia a jugo gastrico simulado (pH 2.0)
con los cultivos crecidos en anaerobiosis, aerobiosis, a pH 7.0 constante y a
pH 5.0 constante de ambas cepas obteniendo los siguientes resultados:

299v pH 2 748 pH 2

Log (N¢/No)
Log (N¢/No)

)
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Figura 4.7: Graficas de supervivencia frente al jugo gastrico simulado en condiciones de
anaerobiosis(@®), aerobiosis(m), pH 7 constante(A ), pH 5 constante(w).

Como se puede observar en la grafica, la influencia de las condiciones de
crecimiento en la supervivencia al jugo gastrico fue similar para las dos cepas
estudiadas. El cultivo obtenido a pH 7.0 fue el menos resistente. Por lo que
respecta a la influencia de la presencia de oxigeno en el medio de cultivo, las
células crecidas en aerobiosis mostraron mayor resistencia, si bien el efecto
observado fue de pequena magnitud.
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Finalmente, las células crecidas a pH 5.0 mostraron la mayor capacidad
de supervivencia frente al jugo gastrico simulado. Este efecto fue méas evi-
dente tras tiempos de exposicion prolongados; por ejemplo, tras 120 minutos
de tratamiento, se inactivaban tinicamente 1.5 y 2.5 ciclos logaritmicos de la
poblacion de L. plantarum 748 y 299v respectivamente. Sin embargo para
el resto de condiciones de cultivo el ntimero de ciclos de inactivacion supero
los 4 ciclos definidos como limite de deteccion en el sistema experimental
utilizado en este estudio.

Una observacion importante es que los hombros que mostraban las gra-
ficas de supervivencia frente al jugo géastrico de las células obtenidas en
condiciones de aerobiosis y anaerobiosis a pH sin controlar, desaparecieron
para aquellos cultivos obtenidos a pH controlado, 7.0 y 5.0. Estos resulta-
dos sugieren que las condiciones de cultivo, en particular el control del pH,
provocan cambios en las células que determinan no solo su capacidad de
supervivencia frente al jugo géstrico, sino también el modo por el cual dicho
jugo gastrico inactiva a las células. El hecho de que las células cultivadas a
pH 5.0 sean mas resistentes que aquellas cultivadas a pH 7.0 era esperable,
ya que se ha demostrado que la exposicion continua a un pH acido provoca
respuestas adaptativas en los microorganismos, que adquieren resistencia a
estreses acidos aplicados posteriormente (Alvarez Ordonez, et al., 2008).

4.2.2. RESISTENCIA A LAS SALES BILIARES
4.2.2.1. CARACTERIZACION

Del mismo modo que en la resistencia a jugo gastrico simulado, para
el estudio de la resistencia a las sales biliares, se realizd6 un primer estudio
exponiendo a las dos cepas a concentraciones crecientes de sales biliares,
seglin se describe en el apartado 3.3.2. Los resultados obtenidos se muestran
en la Figura 4.8.
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299v
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Figura 4.8: Fraccion de supervivientes frente a sales biliares tras 0 y 2 horas de exposi-
cion a diferentes concentraciones

Como se puede observar, en este caso, la cepa 748 mostré una mayor
resistencia a las sales biliares que la 299v, a pesar de ser esta tltima la
cepa con capacidad probidtica probada. La supervivencia celular fue menor
conforme aumento la concentracion de sales biliares. Aunque tras dos horas
de exposicion no existieron diferencias estadisticamente significativas entre
los resultados correspondientes a concentraciones de entre 0.30 y 5% para
la cepa 299v (p <0.05). En ambas cepas, el mayor descenso en el nimero
de supervivientes se produjo al inicio del experimento, sin embargo tras
dos horas de ensayo los recuentos se mantuvieron practicamente constantes.
Este descenso inicial fue mas acusado para la cepa L. plantarum 299v, de
modo que concentraciones de 1, 2 y 5% produjeron una disminucion de 2.5-
3.5 ciclos logaritmicos en el niimero de células viables inmediatamente tras
anadir el inoculo. En la cepa CECT 748, los ciclos de inactivacion observados
tras la exposicion a esas mismas concentraciones fueron de entre 0.5 y 1.5
ciclos logaritmicos.

4.2.2.2. INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO

A continuacion se estudié la influencia de las condiciones de cultivo, en
anaerobiosis (pH sin controlar), aerobiosis (pH controlado), pH 7 constante
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(aerobiosis) y pH 5 constante (aerobiosis), en la resistencia a las sales biliares
(0.5% y 1 hora de exposicion). Los resultados obtenidos se muestran en la
figura 4.9.
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Figura 4.9: Fraccion de supervivientes tras 1 hora de exposicion frente a las sales biliares
a concentracion 0.5 %

A diferencia de los resultados en la resistencia a jugo gastrico, se observa
como las células crecidas a pH 5.0 en aerobiosis y las crecidas en anaerobio-
sis resultaban inactivadas en mayor grado que las crecidas en condiciones de
aerobiosis a pH sin controlar o a pH 7.0. No obstante, inicamente se detec-
taron diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) para la cepa 299v
y entre las células crecidas en anaerobiosis y aerobiosis y entre las crecidas
en anaerobiosis y pH 7. En el caso de la cepa 748 las diferencias no fueron
estadisticamente significativas debido sin duda al bajo nivel de inactivacion
observado bajo las condiciones experimentales utilizadas dada la mayor re-
sistencia de esta cepa. Por lo tanto, los resultados demuestran que aquellas
condiciones de crecimiento que favorecen la supervivencia frente a la barrera
estomacal (pH 5.0), no favorecen la supervivencia a las sales biliares. De
igual modo, las células crecidas a pH 7.0, que se habian mostrado altamente
sensibles al jugo gastrico, resultaron méas tolerantes frente a las sales biliares,
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al menos en la cepa 299v. Estos resultados sugieren que aquellos cambios ce-
lulares provocados por el pH del medio de crecimiento, y que incrementan
la supervivencia celular al jugo géstrico, son diferentes a los que incremen-
tarian la supervivencia a las sales biliares. Desde un punto de vista practico,
dados estos resultados, resulta dificil elegir unas condiciones de crecimiento
que favorecieran la supervivencia a las dos barreras gastrointestinales.

4.3. (COMPONENTES ANTIMICROBIANOS

Una de las propiedades que definen el caracter probiotico de un micro-
organismo es su capacidad para inhibir el desarrollo de microorganismos
patogenos. Esta propiedad es beneficiosa tanto durante la produccion de ali-
mentos fermentados, limitando la posibilidad de desarrollo de microorganis-
mos indeseables, como una vez en el tracto gastrointestinal del consumidor,
controlando a la flora patdgena que puede colonizarlo. La accién antimicro-
biana de los microorganismos lacticos se ha atribuido a distintas causas: la
accion de los acidos organicos y el pH acido, la posible presencia de peréxido
de hidrogeno secretado por las bacterias lacticas, o la sintesis de bacterio-
cinas, que ejercen su accion preferentemente sobre microorganismos Gram
positivos.

En esta seccion se investigd la capacidad antimicrobiana de las cepas
de estudio de L.plantarum, con el objetivo de poder detectar la presencia
de bacteriocinas y finalmente estudiar la influencia de las condiciones de
crecimiento sobre su concentracion en el cultivo.

En primer lugar, se comprob6 mediante la técnica de doble capa de agar
como L.plantarum era capaz de inhibir el crecimiento de cuatro cepas de
microorganismos patoégenos: Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimu-
rium, Escherichia coli y Staphylococcus aureus (Ver Figura 3.4 y 3.5)

En todos los casos se observaron amplios halos de inhibiciéon del creci-
miento. Con objeto de caracterizar en mayor profundidad la naturaleza e
importancia del efecto inhibidor, se llevaron a cabo una serie de experimen-
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tos sobre un microorganismo Grampositivo (Listeria monocytogenes), y uno
Gramnegativo (Salmonella Typhimurium). Se obtuvo el sobrenadante libre
de células (SN1), neutralizado a pH 6.5 (SN2), neutralizado y digerido con
catalasa (SN3), neutralizado, digerido con catalasa y con tripsina (SN4), y
se realizaron experimentos de inhibicién del crecimiento de los dos patogenos
segin la metodologia descrita en la seccion 3.4.

Listeria monocytogenes Salmonella Typhimurium
2.04

-o- Control + -e- control +

-o- Listeria SN1 299v N -o- Salmonella SN1 299v
-e- Listeria SN2 299v £ 159 -~ Salmonella SN2 299v
-o- Listeria SN3 299v v¢;a° -o- Salmonella SN3 299v
-e- Listeria SN4 299v 2 10 -e- Salmonella SN4 299v
-#- Listeria SN1 748 @& -# Salmonella SN1 748
-m Listeria SN2 748 g 0.5+ - Salmonella SN2 748
-m- Listeria SN3 748 -m- Salmonella SN3 748
-& Listeria SN4 748 0.0 & Salmonella SN4 748
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Figura 4.10: Ensayo antimicrobiano con Listeria monocytogenes y Salmonella Typhi-

murium

La figura 4.10 muestra la evolucion de la absorbancia en los pocillos
con distintas muestras de sobrenadantes sobre los dos microorganismos pa-
togenos. Como puede observarse en las figuras, tan solo las muestras SN1
(sobrenadante centrifugado y filtrado, a pH 3.8) mostraron inhibiciéon total
del crecimiento de los patogenos. El resto de los sobrenadantes no tuvieron
efecto en el crecimiento de los microorganismos. Se complementé el estu-
dio enfrentando las cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli a los
sobrenadantes SN1 y SN3 obteniéndose en todos los casos el mismo compor-

tamiento.
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Figura 4.11: Ensayo antimicrobiano con Escherichia coli y Staphylococcus aureus

Se llegd por tanto a la conclusion de que el efecto inhibitorio era debido
a los acidos organicos producidos por L.plantarum durante el crecimiento.
A pesar de que existen estudios (Gyu-Sung et al., 2010) que demuestran
la produccion de bacteriocinas por la cepa 299v no se encontrd este efecto
en nuestro estudio. Ello puede ser debido a que las condiciones de creci-
miento utilizadas no permiten la sintesis de bacteriocinas en nuestras dos
cepas de L.plantarum, aunque tampoco podemos descartar que fuera ne-
cesario concentrar los sobrenadantes para poder evidenciar la presencia de
bacteriocinas con nuestro sistema experimental. Otra posible razén es que
las cepas de microorganismos patogenos elegidas no fueran sensibles a estas
bacteriocinas ya que pueden ser especificas para ciertos microorganismos, en
concreto, especies y cepas proximas que puedan competir entre ellas.

Por lo tanto, en un experimento futuro seria interesante preparar un
screening previo con otras cepas lacticas, para poder detectar la presencia de
bacteriocinas y poder evaluar la influencia de las condiciones de crecimiento

en su produccion.
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4.4. UTILIZACION DE DIFERENTES FUENTES
DE CARBONO

Como se ha comentado en el capitulo 1, una de las principales carac-
teristicas de Lactobacillus plantarum es su capacidad para fermentar gran
variedad de hidratos de carbono, caracteristica responsable de que este mi-
croorganismo sea uno de los predominantes en las fermentaciones de pro-
ductos vegetales. La capacidad para utilizar diferentes fuentes de carbono es
también una caracteristica de gran importancia para la obtencion de culti-
vos iniciadores, ya que determina qué materias primas pueden ser utilizadas
como medio de crecimiento.

Se estudio la capacidad de las dos cepas de L. plantarum para crecer en
caldo MRS suplementado con diferentes fuentes de carbono (2 %), mediante
la lectura de la absorbancia a 595 nm a lo largo del tiempo de incubacion.
Se utilizaron placas microtiter, con al menos tres réplicas por azicar y cepa,
inoculando en cada uno el mismo ntimero de microorganismos. Los resulta-
dos se expresaron como la diferencia en absorbancia entre cada lectura y la
lectura inicial, con objeto de corregir las diferencias en absorbancia de los
distintos medios utilizados. Adicionalmente, se llevaron a cabo medidas de
pH y recuentos microbianos tras 24 horas de incubacion, a 37°C y en condi-
ciones de aerobiosis. Se escogieron diversos hidratos de carbono con interés
tecnologico (glucosa, fructosa, maltosa, lactosa, sacarosa, dextrina y almi-
don) y probiotico (lactosa, rafinosa e inulina). En todos los casos se utilizo
un control consistente en caldo MRS sin aziicares inoculado también con la

cepa correspondiente. Las curvas de crecimiento obtenidas se muestran en
la Figura 4.12.
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Figura 4.12: Curvas de crecimiento de L.plantarum en presencia de diferentes azicares.

Los resultados muestran que el patréon de consumo de fuentes de carbono
fue distinto para las dos cepas estudiadas. En los dos casos, los hidratos de
carbono més rapidamente utilizados fueron la maltosa, seguido de glucosa,
sacarosa y fructosa. Por lo que respecta a los hidratos de carbono més com-
plejos, dextrinas y almidoén, ninguna de las dos cepas fue capaz de utilizarlos
con eficiencia. Las curvas de crecimiento parecen mostrar cierta utilizacion
de las dextrinas, sobre todo en la cepa 748. No obstante, las medidas de pH y
de recuento microbiano (Figura 4.13) muestran que los valores de pH en los
cultivos control (sin azticares), con dextrina y con almidon apenas se modifi-
caron y se mantuvieron cercanos a 6.0, mientras que en el caso de los cultivos
suplementados con glucosa, sacarosa, fructosa y maltosa alcanzaron valores
de 3.6-3.8. De igual modo, los recuentos finales obtenidos fueron mayores,
del orden de 107 ufc/ml para estos cuatro aztcares. Estos resultados indi-
can que las dos cepas estudiadas fermentaron eficientemente la glucosa, la
sacarosa, la fructosa y la maltosa con produccion de acidos, previsiblemente
acido lactico. Sin embargo, no utilizaron aztcares més complejos como los
almidones y oligosacaridos como la dextrina, que son también componen-
tes importantes de los productos de origen vegetal, y cuya utilizacion se ha
demostrado en otras cepas lacticas proximas (Gyu-Sung et al., 2010).

38



4.4. Utilizacion de diferentes fuentes de carbono

7- 299v 1.051010 - 299v
B3 CECT 748 B CECT748
i _ 1.0x10%° 4
N 1 O : E
i [ 5
1B b 1.0x10%¢ 4 18
IE I =
4118 18 -
H nE i|= =
3B | I 1.0x1007 L1
o o
O P P PR RL DL PSS & &
R - - RN - % S &L
L T E TS TS o ®
RO MR SR V& o7

Figura 4.13: pH y recuento de microorganismos alcanzado tras 24 horas de incubacion
con diferentes hidratos de carbono

Por otro lado, en las graficas se observa que la utilizacion de la lactosa
fue distinta para las dos cepas. Mientras que la cepa 748 no la metaboli-
76, la cepa 299v si lo hizo, si bien a una velocidad inferior al uso de otros
azucares como por ejemplo la maltosa o la sacarosa, también disacaridos.
Estos resultados indican que la cepa 748 no seria un buen cultivo iniciador
para fermentar materias primas lacteas, dada esta incapacidad de fermentar
la lactosa. Desde el punto de vista probidtico, la degradacion de la lactosa
es un caracter interesante, ya que esta comprobado que la colonizacion in-
testinal por parte de bacterias con actividad (-galactosidasa disminuye los
efectos adversos de la intolerancia a la lactosa.

Por otro lado, ninguna de las dos cepas estudiadas fue capaz de metabo-
lizar la inulina. El hecho de que no se metabolice la inulina tiene un efecto
negativo desde el punto de vista probiotico, ya que se trata de un polisacarido
de origen vegetal que ejerce de prebidtico a nivel intestinal, actuando como
sustrato selectivo para la microbiota beneficiosa, y favoreciendo el asenta-
miento de bifidobacterias y lactobacilos (Bosscher et al., 2009). Por ultimo,
se observaron diferencias en la capacidad de utilizacién de la rafinosa. La ra-
finosa, junto con la verbascosa y la estaquiosa, es un oligosacarido presente
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principalmente en vegetales y legumbres, cuya escision requiere del enzima
a-galactosidasa, que no esté presente en nuestro intestino. Su presencia en
el intestino provoca flatulencia debido a la utilizacion por parte de bacterias
productoras de gas. Las bacterias lacticas capaces de utilizar estos oligo-
sacaridos, como L. plantarum CECT 748, ejercen un efecto beneficioso, ya
que son capaces bien de utilizarlos durante el proceso de fermentacion de
las materias primas alimentarias, como por ejemplo, una matriz a base de
soja, o bien en el propio intestino, produciendo acidos de cadena corta como
principales metabolitos, evitando por tanto la formacion de gas.
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— CAPITULO 5—

CONCLUSIONES

1 . El comportamiento de las dos cepas de L. plantarum con respecto a
las modificaciones en las condiciones de crecimiento es similar. Las tasas de
crecimiento mas bajas se obtuvieron en condiciones de aerobiosis a pH 7.0,
y los recuentos méximos en fase estacionaria se obtuvieron en condiciones
de anaerobiosis sin control de pH y en aerobiosis a pH 5.0. No obstante los
maximos recuentos difirieron en, como maximo, 0.5 ciclos logaritmicos entre
las cuatro condiciones de crecimiento y las dos cepas utilizadas.

2 . Las condiciones de obtencion del cultivo modifican la capacidad de
supervivencia de L. plantarum al jugo géastrico, y del mismo modo para las
dos cepas estudiadas.

3 . Las células obtenidas en condiciones de pH 5.0 mostraron una mayor
capacidad de supervivencia al jugo gastrico en comparacion a las obtenidas
a pH 7.0, en las dos cepas estudiadas.

4. La obtencion de los cultivos en condiciones de anaerobiosis, en com-
paracion a las condiciones de aerobiosis, provocd una disminucion en la re-
sistencia a las sales biliares de L. plantarum 299v.

5. La cepa L. plantarum 299v mostré6 menor resistencia a las sales
biliares que la cepa CECT 748.

6 . Las dos cepas de L. plantarum son capaces de inhibir el crecimiento
de microorganismos patogenos de interés alimentario como L. monocytoge-
nes, Salmonella Typhimurium, S. aureus y E. coli. El efecto inhibidor del
crecimiento que se ha observado es debido al pH acido del caldo de cultivo.

7. El patron de fermentacion de azicares dependioé de la cepa. Asi, se
observaron diferencias en la capacidad de utilizacion de rafinosa y de lactosa.
Ninguna de las dos cepas estudiadas serfa un buen cultivo iniciador para fer-
mentar productos de origen lacteo, por el contrario, las dos cepas mostraron
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capacidad de fermentar aztucares abundantes en los productos vegetales, a
excepcion de dextrinas y almidon.
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