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Abstract

In this study we evaluated technological and functional properties of four commercial probiotic
of Lactobacillus genus strains: one L. acidophilus strain and three L. casei group strains (L. casei,
L. paracasei and L. rhamnosus). Technological properties were evaluated by free amino acids
production, acidification profile, glucose consumption and cellular viability in fermentation of
modified MRS medium. The functional properties were determined through the antibacterial
activity against Gram negative pathogens, compatibility with probiotic strains and assimilation of
prebiotics: lactulose, raffinose, fructooligosaccharides and agave inulin. Our results show that L.
casei group strains displayed the best performance in free amino acids production and
acidification profile, as well as higher inhibitory effect versus Salmonella and Shigella pathogen
strains. However, L. acidophilus showed better prebiotics assimilation ability. Finally, all the
strains were compatible with Bifidobacterium probiotic strains. This data suggests that these
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strains have potential use as adjunct cultures in fermented dairy foods, improving the nutritional
and sensory value of the product, in addition to functional effect through their antibacterial
activity and prebiotic assimilation capacity.

Keys words: amino acids, fermentation, prebiotic, probiotic, technological

Resumen

En este estudio se evaluaron propiedades tecnoldgicas y funcionales de cuatro cepas probioticas
comerciales de Lactobacillus: una cepa de L. acidophilus y tres pertenecientes al grupo L. casei
(L. casei, L. paracasei y L. rhamnosus). La capacidad fermentativa se evalud a traves de
produccién de aminoacidos libres, perfil de acidificacion, consumo de glucosa y viabilidad
celular durante la fermentacion de medio MRS modificado. Las propiedades funcionales se
evaluaron en términos de actividad antibacteriana contra patdgenos Gram negativos,
compatibilidad con cepas probidticas y asimilacion de prebioticos: lactulosa, rafinosa,
fructooligosacaridos e inulina de agave. Los resultados demuestran que las cepas del grupo L.
casei produjeron mayor cantidad de aminoacidos libres y mejor perfil de acidificacion, asi como
mayor efecto inhibitorio contra bacterias patdgenas Sallmonella y Shigella. Sin embargo, L.
acidophilus presenté mayor capacidad de asimilacion de prebidticos. Finalmente, todas las cepas
fueron compatibles con cepas probiéticas de Bifidobacterium. Los resultados sugieren que las
cepas evaluadas presentan potencial aplicacion como cultivos adjuntos en alimentos lacteos
fermentados, contribuyendo a mejorar el valor nutrimental y sensorial del producto, ademas de
proveer un efecto funcional a través su actividad antibacteriana y capacidad de asimilacion de
prebidticos.

Palabras clave: aminoacidos, fermentacion, lactobacillus, prebiético, probiético.

I. Introduccién artesanalmente, que representan una forma
accesible a la poblacién de diversos paises
(Akabanda et al., 2014; Gallegos-Acevedo et

al. 2019).

El término alimento funcional se define
como “Alimentos que por virtud de la
presencia de componentes alimentarios
fisiolégicamente activos proveen beneficios

a la salud mas alla de su valor nutritivo”
(Academy of Nutrition and Dietetics, 2013).
Algunos alimentos lacteos fermentados
poseen  diversos  componentes  con
propiedades funcionales, que abarcan desde
péptidos bioactivos, aminoacidos libres,
acidos organicos y vitaminas, hasta
microorganismos probidticos (Melini et al.,
2019). Estos ultimos constituyen uno de los
principales componentes funcionales
contenidos en alimentos elaborados

De acuerdo con la FAO/OMS (2002) el
término probidtico define a
“microorganismos Vvivos, que cuando son
consumidos en cantidades adecuadas como
parte de un alimento confieren beneficios al
huésped”. El género Lactobacillus incluye
mas de 200 especies distribuidas en 15
grupos, clasificados de acuerdo con sus
caracteristicas genotipicas y fenotipicas; que
destacan en importancia debido a sus
capacidades metabolicas y su adaptabilidad a
diferentes habitats (Duar et al., 2017). Las
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pruebas de funcionalidad en este tipo de
cepas son variables entre los diferentes
estudios, sin embargo, en términos generales
incluye: resistencia a pH y bilis, adhesion a
células intestinales, produccién de &cidos
organicos, inhibicién del crecimiento de
bacterias  patdgenas,  asimilacion  de
prebioticos, entre otras (Vinderola et al.,
2011).

Existe una gran diversidad de cepas de
Lactobacillus disponibles en el mercado y
algunas han sido evaluadas como probioticos
en el tratamiento de diversas patologias,

como: intolerancias alimentarias,
inflamacion, infecciones intestinales,
diabetes, obesidad, entre otras;

caracterizadas por un desbalance de las
microbiota intestinal debido a alteraciones
intestinales especificas de cada patologia o
de las  modificaciones  nutricionales
particulares, que resultan en alteraciones
inmunoldgicas, fisioldgicas y metabdlicas
del huésped (Heeney et al., 2018; Wilkins et
al., 2019). Se reporta que la suplementacion
de algunas cepas de Lactobacillus reduce los
sintomas de estas enfermedades y mejora en
la calidad de vida del individuo (Yu-Ling et
al., 2019).

El uso de probidticos se ha extendido a la
industria lactea como cultivos adjuntos,
donde su  participacion  metabolica
secundaria al cultivo iniciador o dominante
contribuye en la protedlisis de las proteinas
de la leche, con efecto positivo en el
incremento  de aminoacidos libres 'y
produccion de compuestos volatiles durante
la fermentacion (Smit et al.,, 2005;
Radeljevi¢ et al., 2013). Este proceso es
realizado por un complejo sistema
proteolitico cepa-especifico, cuyas variantes
fenotipicas en sus componentes comprende
proteasas ancladas a pared celular,
transportadores de aminoacidos y péptidos,
asi como peptidasas intracelulares, lo cual
refleja en el impacto tecnoldgico de las
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cepas durante la produccién de lacteos
fermentados (Tagliazucchi et al. 2019). Sin
embargo, a pesar la gran diversidad de cepas
de Lactobcillus comerciales, los estudios que
reportan el impacto metabdlico durante la
fermentacion lactea son limitados a cierto
nimero de cepas (Bintsis, 2018; Li et al.
2017; Linares et al., 2017; Zhou et al.,
2019).

Debido a las aplicaciones antes sefialadas,
existen diversos criterios para evaluar el
potencial funcional y tecnoldgico de las
cepas, gque abarca desde estudios in vitro, in
vivo en modelos animales y humanos, hasta
experimentos de escalamiento en planta
piloto (Allam et al., 2016; Kumar et al.,
2015; Rao et al., 2015). A pesar de que estos
altimos representan una opcioén mas acertada
al comportamiento de microorganismos en
un entorno real, los estudios in vitro
proporcionan informacion preliminar sobre
el potencial de las cepas bajo condiciones
simuladas, representando una  opcion
econodmica y confiable para la seleccion de
cepas con potencial clinico y tecnoldgico.

El objetivo de este estudio fue evaluar
propiedades tecnoldgicas y funcionales de
cuatro cepas probidticas comerciales del
género Lactobacillus, en términos de
produccién de aminodcidos libres totales,
perfil de acidificacion, consumo de glucosa
y células viables, asi como actividad
antibacteriana contra  patdgenos Gram
negativos, compatibilidad con cepas
probidticas y asimilacion de prebioticos.

I1. Materiales

2. 1 Microorganismos y condiciones de
crecimiento

Las cepas de este estudio proceden de la
coleccién American Type Culture Collection
(ATCC), e incluye: una cepa de
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 vy tres
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pertenecientes al grupo L. casei:
Lactobacillus casei ATCC 393,
Lactobacillus paracasei ATCC 25302 and
Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103.
Previo al estudio se evaludé compatibilidad
entre cepas.

Para la prueba de actividad antimicrobiana
se usd: Salmonella enterica subsp. enterica
serovar  Cholerasuis ATCC 10708,
Salmonella entérica subsp. enterica serovar
Enteritidis ATCC 1045 vy Shiegella
flexnerii ATCC 12022. En la prueba de
compatibilidad con cepas probioticas se
uso: Bifidobacterium adolescentis ATCC
15703, Bifidobacterium animalis ATCC
27530, Bifidobacterium bifidum ATCC
29521, Bifidobacterium breve ATCC
15700 y Bifidobacterium infantis ATCC
15707.

En todos los casos se usaron cultivos stock,
los cuales se elaboraron a partir de cultivos
axénicos de cada cepa colectados durante la
fase exponencial. A partir de alicuotas de
estos cultivos se obtuvo el paquete celular
por centrifugacion a 6000 rpm durante 5
min a 4 °C y se resuspendio al volumen
inicial con medio liquido al 30 % de
glicerol (v/v) (Sigma, USA), se almacend a
-80 °C para posteriores andlisis. Para las
cepas probioticas los medios empleados
fueron agar y caldo De Man Rogosa and
Sharpe (MRS; BD, USA). Para las cepas
patdgenas, se utilizé agar y caldo Nutritivo
(BD, USA).

I11. Métodos

3.1 Propiedades tecnoldgicas
3.1.1 Fermentacion

3.1.1.1 Inoculo

Preindculos de cada cepa de Lactobacillus
fueron preparados colocando 10 ml de
caldo MRS con 1 % (v/v) de cultivo stock e
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incubando a 37 °C bajo condiciones
anaerdbicas hasta fase estacionaria.
Posteriormente, el indculo se prepard en 10
ml de caldo MRS con 1 % (v/v) del pre-
inoculo e incubando a las mismas
condiciones. A continuacion, el paguete
celular se someti6 al lavado en dos
ocasiones consecutivas con solucion de
fosfatos pH 7.0, se resuspendié al mismo
volumen y se ajusto a 10° UFC.

3.1.1.2 Condiciones de fermentacion

250 ml de caldo MRS modificado (se
reemplazé la proteosa peptona por peptona
de caseina; BD, USA) se esterilizaron por
filtracion con el uso de una membrana de
0.25 pum (Merck Millipore, USA) de acuerdo
con Lee et al.,, (2014). Posteriormente se
inoculd y se incub6 a 37 °C bajo condiciones
anaerobias y estaticas por 96 h. El
experimento fue realizado por triplicado con
tomas de muestras a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 h.

3.1.2 Tratamiento de muestras

Para la determinacion de amino&cidos,
carbohidratos y acidos organicos, se partié
de las muestras fermentadas libres de
celulas, tomando como control el medio sin
fermentar. Para esto, se tomaron alicuotas
de 1 ml de muestra y se trataron con igual
volumen de acetonitrilo (Sigma, USA), con
reposo de 12 h a 4 °C y posterior
centrifugado a 13000 rpm por 5 min, de
acuerdo con el procedimiento reportado por
Polson et al. (2003). Posteriormente las
muestras se liofilizaron y se resuspendieron
al volumen inicial con agua ultrapura.

3.1.3 Determinacion de aminoacidos
libres totales

Las muestras se sometieron previamente a
derivatizacion usando el kit Pico Taq
(Waters Corp., Milford, MA, USA) de
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acuerdo con las recomendaciones del
fabricante. La cuantificacion se realizé con
la determinacion de los derivados de
fenilisotiocianato generados a partir de los
aminoacidos libres (Bidlingmeyer et al.
1984). La determinacion se realizd
mediante un  cromatégrafo  Agilent
Technologies 1200 acoplado a un detector
UV, con una columna C18 Pico-Tag (3.9 x
150 mm, 5 um de tamafo de particula;
Waters, USA). Las condiciones de
operacion fueron: velocidad de flujo de 1.0
ml/min. Como disolvente A se usd &cido
acetico (Sigma, USA) 0.14 M pH 6.5
(Sigma, USA); como solvente B se uso
acetonitrilo (Sigma, USA) en proporcion
60:20 (v/v) en agua ultra-pura. La elucién
se realizé usando 96 % de Ay 4 % de B
durante 10 min. Posteriormente se lavd con
100 % de B. EI volumen de inyeccion fue
de 4 pl de las muestras. Para la
cuantificacion se empleé una mezcla
estdndar de aminoécidos H-estandar
(Waters Corp., Milford, MA, USA),
realizando una curva de calibracién en
concentraciones de 0, 50, 100, 200, 300,
400 y 500 pmol. La determinacion se
realizd a una longitud de onda de 240 nm.
Los resultados se expresan en mg/I.

3.1.4 Perfil de acidificacion

El perfil de acidificacion consistio en
determinar el pH y el contenido de &cidos
organicos de cada muestra. La
determinacion de pH se  realizd
directamente en las muestras no tratadas,
mientras que para la determinacion de
acidos organicos se partio de alicuotas de
50 pl de muestra tratada, diluyendo en una
proporcién de 1:20 con agua ultra pura. Se
determiné el contenido de acido acético,
propiénico, butirico y lactico mediante
HPLC de acuerdo con el método propuesto
por Al-Tamimi et al. (2006). El
procedimiento  incluyd una columna
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Aminex HPX-87H de intercambio idnico
(300 x 7.8 mm, 9 um de tamafio de
particula; Bio-Rad, Watford, Herts, UK) y
como fase movil H.SO4 5 mM previamente
desgasificado. La velocidad de flujo
utilizada fue de 0.6 ml/min, a temperatura
de operacion de 50 °C. La cuantificacion se
realizd6 con un detector UV a 220 nm,
calibrando con los estandares en
concentraciones entre 1-100 mM. El
volumen de inyeccion fue de 10 pl. Los
resultados se reportan en g/l.

3.1.5 Determinacion del contenido de
hexosas totales

El contenido de carbohidratos totales se
realizd con el método propuesto por
Trevelyan and Harrison (1956). Las
muestras se diluyeron a 1 ml en proporcién
1:50 en agua ultrapura, se adicionaron 5 ml
de solucion de antrona (5 % alcohol
absoluto, 0.2 % de antrona, aforado con
solucion de acido sulfarico al 75 %) y se
mantuvieron a 0 °C por 10 min.
Posteriormente, las muestras se colocaron a
80 °C en bafio maria durante 10 min, para
finalmente almacenarlos a 0 °C. La
cuantificacién de carbohidratos totales se
determind mediante una curva de
calibracién  utilizando  soluciones de
glucosa en concentraciones de 0, 20, 40,
60, 80, 100 pg/ml a 625 nm. Los resultados
se reportan en g/l.

3.1.6 Determinacidén de células viables

Las células viables se determinaron
realizando una serie de diluciones 1/10 (10
! hasta 10°) en solucion de fosfatos pH 7.0.
Se procedio a inocular 0.1 ml de cada una
de las diluciones en placas con agar MRS
(BD, USA), que se incubaron a 37 °C por
48 h. Los resultados se reportan en
unidades formadoras de colonias por
volumen de medio fermentado (UFC/ml).
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3.2 Propiedades funcionales
3.2.1 Actividad antibacteriana

La prueba contra cepas patdgenas Gram
negativas se realizd de acuerdo con
Vinderola et al. (2008). Para esto, cultivos
axénicos en fase estacionaria de las cepas S.
choleraesuis ATCC 10708, S. enteritidis
ATCC 1045 y S. flexnerii ATCC 12022 se
desarrollaron en Caldo Nutritivo (BD,
USA) y se inocularon en agar Mueller-
Hinton (BD, USA) a una temperatura de
45-50 °C, homogeneizando y vertiendo la
suspension celular en cajas de petri de 100
mm de didmetro, con ajuste del contenido
celular a 10 UFC/ml. Posteriormente, se
realizaron cuatro pozos de 9 mm de
diametro en cada placa de agar y fueron
sellados en el fondo con 5 pl de agar
estéril.  Cultivos axénicos en fase
estacionaria de cada cepa de Lactobacillus
fueron centrifugados a 12000 rpm durante
5 min y se recuperd el sobrenadante. Cada
muestra de sobrenadante libre de células se
dividi6 en dos porciones, una fue
neutralizada (con NaOH 5 M) y ambas
fueron  esterilizadas  por filtracion
empleando una membrana de 0.25 pm.
Volumenes de 50, 100, 150, 200, 250 y 300
ul de cada sobrenadante fueron adicionados
en los pozos en las cajas de petri inoculadas
con cada cepa patdgena. Como control se
empled caldo MRS estéril pH 6.5. Las
condiciones de incubacion fueron 37 °C, en
anaerobiosis por 24 h y los halos de
inhibicion  fueron registrados en mm
posterior a la incubacion.

3.22  Compatibilidad con  cepas
probioticas

La prueba se realizé por medio del ensayo
por gota en agar suave MRS (0.7 % de agar)
como reporta Ismail et al. (2016). Después
de la solidificacion del agar, gotas de 5 pl de
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cultivo axenico en fase estacionaria de cada
cepa de Lactobacillus (106 UFC/mI) fueron
depositadas sobre la superficie del agar
previamente inoculado con cultivo axénico
en fase estacionaria de cada una de las cepas
probidticas (10° UFC/ml), las cuales se
incubaron a 37 °C bajo condiciones
anaerobicas por 24 h. El efecto se evalud
después de la incubacion, a través de la
medicion de las zonas de inhibicion
alrededor de la marca de crecimiento, los
resultados son expresados subjetivamente en
términos de capacidad inhibitoria a traves de
una escala hedonica de cuatro niveles de
acuerdo con el didmetro de inhibicion
generado.

3.2.3 Capacidad de asimilacion de
prebidticos

Para esta prueba se evalu6 la capacidad de
asimilacion de cuatro carbohidratos usados
como prebidticos: rafinosa (Sigma, USA),
lactulosa (Regulact, México),
fructooligosacéridos (FOS, Raftilose P95;
Sigma, USA) e inulina de agave (Producto
comercial, México), con el uso de glucosa
como control. Se determin6 el crecimiento
mediante densidad optica (ODeoo nm) de
muestras de caldo MRS modificado, con el
reemplazo de la glucosa por el
correspondiente prebidtico al 1 % (p/v).
Posteriormente se inocul6 al 1 % (v/v) de
cultivo axénico en fase estacionaria de las
cepas en estudio, sometidas a dos lavados
consecutivos con solucion de fosfatos pH 7 y
se incubo a 37 °C bajo condiciones
anaerobicas. El crecimiento se determino a
intervalos de 3 h durante las primeras 24 h'y
posteriormente cada 24 h hasta alcanzar 96
h. Los datos se ajustaron a un modelo
logistico no lineal y se determind la
velocidad especifica de crecimiento (L)
(Likotrafiti et al., 2013).
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3.3 Presentacion de resultados y analisis
estadisticos

Todos los resultados se expresaron como los
valores promedio + desviacion estandar. En
todos los analisis, se evalud la normalidad de
los datos y homogeneidad de varianza
mediante las pruebas Shapiro y Levene
respectivamente. Una vez cumplidas estas
pruebas, se procedi6 al uso de la prueba
paramétrica Analisis de Varianza (ANOVA)
y comparacion de medias por método de
Tukey con a=0.05 con el uso del programa
R (R: A lenguaje and environment for
statistical computing Core Team 2013).

IV. Resultados y discusién
4.1 Propiedades tecnoldgicas

Todas las cepas alcanzaron la maxima
poblacion a las 24 h de fermentacion, con
una reduccion de células viables en los
tiempos posteriores (Figuras la-d). La cepa
L. casei presentd la mayor viabilidad al
término de la fermentacion (96 h) con 2.43 x
107 UFC/ml, una unidad logaritmica mayor
respecto a L. paracasei ATCC 25302 y L.
rhamnosus ATCC 53103, y dos unidades
logaritmicas respecto a L. acidophilus
ATCC 4356 (p < 0.05).

En los parametros de consumo de glucosa y
perfil de acidificacion las cepas del grupo L.
casei presentaron un patron similar, con
reduccion total del contenido de glucosa a
las 24 h de fermentacion en contraste a L.
acidophilus ATCC 4356, que presento esta
condicion hasta las 96 h (p < 0.05). El perfil
de acidificacion generado por las cepas del
grupo L. casei destacé con una maxima
produccion de acido lactico (21 — 28 + 0.7
g/l) y reduccién de pH (3.5-3.6) posterior a
las 24 h de fermentacion (p < 0.05) (Figuras
la-d). Este comportamiento similar entre las
cepas del grupo L. casei esta determinado
por la estrecha relacion filogenética de las
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cepas de este grupo (Toh et al., 2013).
Ademas, la reduccion del contenido total de
glucosa en el medio a las 24 h de
fermentacion y el incremento del contenido
de &cido lactico se debe a su capacidad para
catabolizar ~ aminoacidos  libres  para
obtencion de energia (Liu et al., 2012).
Adicionalmente, la cantidad de acido lactico
producido por las cepas del grupo L. casel
superé en un 40-43 % a L. acidophilus
ATCC 4356, asi como a cepas de
Lactococcus lactis subsp. lactis usadas en
maduracion de quesos bajo condiciones de
fermentacion in vitro similares a este estudio
(Serna, 2006), y con similitud a cepas de L.
casei, L. plantarum y L. delbrueckii aisladas
a partir de diferentes fuentes (Sheeladevi and
Ramanathan, 2011).

En la produccion de aminoacidos libres
totales (Figura la-d) la mayor produccion
estuvo representada por L. casei ATCC 393
y L. paracasei ATCC 25302, con un
comportamiento similar al tiempo de 12 h
(1180.7+24.4 - 1285.2+28.4 mg/l), lo cual
representa un incremento del 17.1 — 23.9 %
respecto al control (p < 0.05) (Figuras 1b-c).
L. acidophilus ATCC 4356 registrd in
incremento constante durante el tiempo de
fermentacion, con un incremento méaximo
del 11.4 % (1103.5+29.6 mg/l) al término
del proceso (p < 0.05) (Figura 1a). L.
rhamnosus ATCC 53103 fue la cepa con
menor produccion (p < 0.05) (Figura 1d). La
diferencia en la cantidad de amino&cidos
producidos durante la fermentacion podria
explicarse  por  variaciones en los
componentes de su metabolismo
proteolitico, donde el tipo peptidasas
intracelulares 'y sus mecanismos de
regulaciéon, asi como las necesidades
nutricionales debidas a las auxotrofias para
los diferentes aminoacidos propios de cada
cepa influyen en su liberacion al medio
(Altermann et al., 2005; Mozzi et al., 2010;
Sasaki et al., 1995). El patron similar entre
las cepas L. casei ATCC 393 y L. paracasei
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ATCC 25302 sugiere la relacion filogenética
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maés estrecha (Toh et al., 2013).
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Figura 1. Variables cinéticas evaluadas en fermentacion de medio MRS maodificado incubado bajo condiciones
anaerdbicas por 12, 24, 48, 72 y 96 h. Los valores iniciales de los parametros cinéticos (tiempo 0) fueron: 10° — 108
UFC/ml, 20 g/l de glucosa, 0.88 g/l de acido lactico, pH=6.5 y 980.74 mg/l de aminoacidos libres totales. Las cepas
evaluadas fueron: a) L. acidophilus ATCC 4356, b) L. casei ATCC 393, c¢) L. paracasei ATCC 25302 y d) L.

rhamnosus ATCC 52103. La informacion representa el promedio +

independientes.

Con excepcion de L. rhamnosus ATCC
53103, cuya produccion de aminoécidos
libres fue constante a partir de las 12 h de
fermentacion, las demas cepas presentaron
un incremento después de las 48 h, lo cual se
relaciona con la lisis celular y liberacién de
peptidasas intracelulares, asi como baja
utilizacién de los aminoécidos del medio
para crecimiento del cultivo debido a las
condiciones desfavorables del medio. Este
fendmeno es comin en el proceso de
maduracion de quesos en donde la
protedlisis secundaria por efecto de las
peptidasas bacterianas libres favorece la
liberacion de aminoacidos a partir de los
péptidos generados por la plasmina, al

desviacién estandar de tres experimentos

incrementar el tiempo de maduracion (Hynes
et al., 2003; Nateghi, 2012; Radeljevic¢ et al.,
2013).

Por otra parte, en los perfiles de aminoacidos
libres L. casei y L. paracasei presentaron la
mayor produccion a las 12 h de fermentacion
para los aminoéacidos esenciales: lle (85.6
15 - 885 + 2.1 m/l), Leu (1949 + 4.7 -
208.9 = 5.1 mg/l), Lys (71.3 = 3.1 mg/l),
Met (37.2 £ 0.7 - 40.2 £ 1.3 mg/l), Phe
(132.2 +3.4-141.3 + 2.9 mg/l), Val (15.1 +
0.9 - 15.8 + 0.7 mg/l) e His (205 + 0.7 -
21.9+0.6 mg/l), asi como para los
aminoacidos no-esenciales: Ala (61.7 £ 0.5 —
66.1 + 1.3 mg/l), Arg (62.4 +1.2 — 66.8+0.7
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mg/l), Asp (67.3 £ 1.3-72.9 £ 0.5 m/l), Glu
(104.7 £ 1.8 m/l), Tyr (61.8 £ 07 mg/l) (p <
0.05). L. rhamnosus presentd la mayor
produccién para el aminoacido Gly (64.4 +
1.2 -70.6 £ 0.5 mg/l) entre las 24 y 72 h de
fermentacion, asi como para el aminoacido
Ser (39.6 = 0.2 mg/l). Adicionalmente, esta
cepa presento alta produccién para Lys (56.5
+1.6mg/l) y Thr (83.6 £3.6 mg/l) alas 12 h
de fermentaciéon (p < 0.05). L. acidophilus
increment6d la produccion a las 96 h de
fermentacion para los aminoacidos Tyr (61.0
+ 0.9 mg/l), Ser (38.9 = 0.5 mg/l) e lle (75.6
+ 2.8 mg/l) (p < 0.05). Finalmente, todas las
cepas presentaron incremento de Pro al
término de la fermentacion, destacando L.
casei y L. acidophilus (156.7 = 2.8 - 158.2 +
1.9 mg/l) (p < 0.05) (Tabla 1 y 2). Los
contrastes cuantitativos encontrados entre
los perfiles de aminoéacidos libres, se debe a
variaciones en componentes del sistema
proteolitico cepa-especifico como reporta
Settachaimongkon et al. (2014) para cepas
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de Streptococcus y Lactobacillus. El
incremento en la disponibilidad de los
aminodcidos esenciales: lle, Leu, Val, Phe,
Trp y Met, favorece la formacion de a-ceto
acidos, alcoholes, aldehidos,  &cidos
carboxilicos y ésteres, cuyo perfil cualitativo
y cuantitativo impactan las caracteristicas
distintivas a los productos lacteos
fermentados (Smit et al., 2005). Asi mismo,
se reporta que la disponibilidad de Glu
incrementa la eficiencia de reacciones de
transaminacion por la enzima glutamato
deshidrogenasa presente en lactobacilli, lo
cual favorece la formacién de compuestos de
sabor y aroma (Williams et al., 2006). Esto
sugiere que las cepas de L. casei y L.
paracasei evaluadas en este estudio
presentan potencial uso como cultivos
adjuntos, como se reporta para otras cepas
de Lactobacillus en la produccion de queso
(Aljewicz et al., 2014; Peralta et al., 2016;
Stefanovic et al., 2018).

Tabla 1. Perfil de aminoacidos esenciales producidos durante la fermentacion de medio liqguido MRS modificado

incubado bajo condiciones anaerobias a 37°C por 96 h.

Tiempo

Contenido de aminoacidos (mg/l)

h Cultivo -
(h) lle Leu Lys Phe Thr Trp Val His
0 C 70.0+4.5°  168.5+11.8™ 28.8+0.8" 36.3+1.7® 131.3+55% 53.1+25% 40.2+1.6° 12.3+0.7%¢ 17.1+1.3%
LA 67.6+0.5° 160.6+3.5% 33.4+1.29" 31.6+0.4* 107.7+1.5% 457+0.8% 35.9+1.7% 11.9+0.6% 14.7+0.8°
1 LC 88.5+2.1° 208.945.17  71.3%3.1° 40.2+1.3° 141.3+2.9* 59.4+1.2% 493+1.8% 151+0.9% 21.9+0.6°
LP 85.6+1.5%  194.9+4.7%  385+1.2° 37.2+0.7% 132.2+3.4® 555+16% 46.0+1.4% 15.8+0.7° 20.5+0.7%®
LR 66.9+1.3° 166.2+4.9* 56.5+1.6° 258+0.3% 102.9+1.9% 83.6+3.6° 56.5+2.5° 10.8+0.3% 20.2+0.9%®
LA 69.0+1.3° 160.4+3.8*  38.7+1.0 31.4+1.8° 101.7#3.3" 42.8+1.3¢ 34.7+149 11.9+0.6* 13.3:0.6'
24 LC 64.8+1-6° 146.1+2.0° 48.1+1.4> 232+0.79  89.2+1.6" 60.4+1.9%® 47.2+0.9% 10.5+0.4¢ 17.7+0.7%
LP 70.1+1.1% 155.042.5° 21.3+0.5% 34.2+1.1% 128.3+4.3* 50.7+0.3% 36.3+0.9" 10.9+0.7% 17.2+0.2%
LR 66.2+1.4° 143.3+1.7¢ 52512 252+0.7% 98.9+2.9%" 67.8+2.1° 57.2+2.2¢  10.5+0.5¢ 20.8+0.9®
LA 70.5+1.8"  162.3+4.9% 3509+120 33.2+0.8° 111.8+2.8% 475+1.59 355+0.99 124409  15.5+0.6°
8 LC 72.0£2.2% 140.743.2° 35.3+1.49 258+0.7¢ 100.2+1.5% 68.2+1.7° 353049 10.9+0.7% 19.3+0.9
4
LP 68.3+1.6° 136.8+2.5° 22.1+0.7% 30.9+0.9% 124.9+1.7%° 49.7+0.6" 34.8+1.2% 11.3+0.5% 19.3x0.2%
LR 64.9+2.5¢ 152.543.8° 452+0.9% 24.8+0.5° 101.3+2.5¢ 67.1#1.6° 51.2+41.1° 10.5+0.9¢ 19.2+0.8
LA 69.0+2.5¢ 154.74¢2.1°  38.9+£0.7¢" 32.3x1.1° 105.7#3.4% 44.4+0.9° 325+1.29 12.240.6% 155+0.6°
72 LC 72.8+1.7™ 156.6+2.0° 42.2+0.5% 26.2+0.3¢ 103.1+2.6% 64.8+1.3* 51.1+0.9° 11.1+0.4% 20.5+0.7%®
LP 69.1+0.9¢ 154.4+25°  259+1.1%  31.7+0.8° 127.2+1.6* 49.4+0.8% 41.8+0.6° 11.6+0.2% 19.6+0.8™
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LR 63.0£1.1° 144.8+43.5°  36.7+1.2°7 24.1+0.7" 100.4+1.9% 62.8+1.5% 52.3+1.4%® 10.2+0.3% 19.2+0.5™
LA 75.6+2.8°  153.8+2.4° 27.3+1.57 34.9+1.1® 131.7+3.8* 50.0+1.79 40.4+1.1¢ 13.5+04" 17.7+0.8%
LC 71.3+2.6"  1555+15° 39.0+1.4% 26.0+1.5% 98.2+2.7" 625+23% 48.3+1.2¢ 11.3+0.7% 17.8+0.5%
% LP 69.2+1.7° 154.242.9°  20.6x0.7% 32.5+0.9™ 127.6+2.9" 49.8+1.4% 31.7+0.89 11.1+0.2% 19.9+0.4%®
LR 64.4+1.5° 150.4+1.9° 43.4+1.3% 255+14% 97.0£2.6" 64.1+1.2* 51.2+1.3* 10.5+0.5% 18.8+0.7%

+ C: caldo MRS modificado sin fermentar (control), LA: L. acidophilus ATCC 4356, LC: L. casei ATCC 393, LP: L. paracasei ATCC 25302 y
LR: L. rhamnosus ATCC 53103.
§ Los valores expresan el valor promedio * desviacion estandar de tres experimentos independientes. Diferentes superindices indican diferencias
significativas entre los valores promedios para cada cepa patdgena evaluada a p < 0.05 mediante la prueba de Tukey.

Tabla 2. Perfil de aminoacidos no-esenciales producidos durante la fermentacién de medio liquido MRS modificado
incubado bajo condiciones anaerobias a 37°C por 96 h.

Tiempo Cultivo Contenido de aminoacidos no esenciales (mg/l)

(h) Ala Asn Arg Asp Gly Glu Pro Tyr Ser

0 C 46.4+0.9  19.040.4* 53.1+1.1% 62.3+1.7% 405+0.7%"  64.5+1.4"  47.7+0.9 59.0+0.9™  27.6+0.6'
LA 49.3+0.7  16.6+0.3°  46.6+0.1®  255+0.8 33.8+0.4"  76.2+0.5% 81.3+2.10  48.7+0.8° 31.4+1.4®

12 LC 66.1+1.3*  7.4£1.2%  66.8+0.7*  72.9+05" 59.4+1.1° 104.7+1.8* 1156+15% 61.8+0.7*  35.5+0.6"
LP 61.7+0.5°  12.9+0.1° 62.4+1.2%® 67.3+1.3" 554+0.7 96.1+x1.8* 107.9+2.3% 57.7+0.5*  33.1x0.1%
LR 55.1+0.1%  9.8+0.4 44.4+0.9°  423+0.7" 52.6+0.2" 81.8#0.5%  8L1+1.71  48.8+0.6°  39.6+0.2°
LA 47.0£1.1°  19.3+0.6® 50.1+0.9%  247+1.2% 359+1.1" 76.3+0.8%  88.4+1.1  47.740.2%  32.4+0.7%

9 LC 44.3+0.2°  5.6+0.4% 39.8+0.6°  39.4+0.9Y 51.240.7%  913+0.3% 121.7+2.9% 44.8+1.1°  30.1+0.4%

4

LP 42.4+0.2° 5.9+0.1°  56.6+0.5* 50.5+1.8%" 57.3x1.0% 79.3+x2.3%® 117.7+1.3% 54.4+2.4%  20.4+0.4%
LR 46.8+1.3 9.8+0.2¢  53.9+0.4% 65.8+£1.3* 70.6£0.5* 97.9+0.7™ 93.7+2.81  44.4+13° 31.1x0.5%
LA 45.240.1°  20.3£1.0° 56.3+0.6™  26.1+0.2% 42.5+12%" 79.8+1.3% 106.4+3.2" 52.6+0.5“  36.8+1.6

48 LC 46.140.5°  2.440.1"  47.7+0.9% 49.9+05" 61.0+0.2% 103.1+0.6° 135.7+1.4° 51.1+0.8  34.3+0.7%
LP 40.5+0.9° 5.8+0.2  56.5+0.3  43.1+04" 59.6+0.2¢  79.1+0.5% 124523 54.2+0.6°  29.9+0.7%
LR 46.740.3°  9.3+0.1  505+0.6%® 54.8+0.5% 64.4+12* 97.9+1.1% 102.1+1.4" 48.0+0.5°  32.2+0.8%
LA 48.3+0.4  20.1x0.6° 522+0.2% 29.6+0.3% 457+0.1%"  89.0+0.6® 110.2+2.7" 50.6+0.4%  37.5+0.4™

2 LC 45.0+0.7  3.0+0.1®  48.0+05%® 581+0.7* 68.2+0.4* 101.2+0.3* 154.0+2.9° 53.5+1.2  34.1+0.5"
LP 445+0.7™  8.0+0.3®  50.7+16% 50.7+0.1%" 61.7+0.8° 98.7+1.3* 130.8+1.7° 60.2+0.1*  31.1+0.9%
LR 452+1.1"  9.8+0.4  51.1#1.0% 55.0+0.3%® 67.0+0.9" 97.5+1.1% 107.5+#3.2%" 47.2+04° 31.9+0.7®
LA 46.0£0.5"  21.2#0.3* 54.6+1.9° 32.4#0.1% 528+1.60 93.5+1.8% 158.2+1.9° 61.0£0.9°  38.9+0.5®

9% LC 45.740.7  2.8+0.1%  485+0.4% 53.4+0.9% 61.8+1.1% 108.8+1.0° 156.7+2.8° 50.8+1.2  35.2+0.6%
LP 44.9+0.6  79+0.1%  51.4+0.7%® 50.2+0.9" 62.4+0.1° 100.1+0.6™ 129.2+3.6% 55.6+0.4%  31.5+0.4%
LR 47.2+05™  9.7+0.4  485+12% 545+05% 61.4+0.4% 957+14% 111.2+15% 450+1.2% 31.9+0.9%

T C: caldo MRS modificado sin fermentar (control), LA: L. acidophilus ATCC 4356, LC: L. casei ATCC 393, LP: L. paracasei ATCC 25302 y
LR: L. rhamnosus ATCC 53103.
{1 El aminoécido GIn no fue detectado, mientras que para Cys el contenido fue 0 en todas las muestras.

§ Los valores expresan el valor promedio + desviacion estandar de tres experimentos independientes. Diferentes superindices indican diferencias
significativas entre los valores promedios para cada cepa patégena evaluada a p < 0.05 mediante la prueba de Tukey.

4.2 Propiedades funcionales

4.2.1  Actividad
compatibilidad con cepas probidticas

antibacteriana

y

10

La evaluacion de la capacidad antagdnica de
las cepas de Lactobacillus contra patdgenos
Gram negativos reveld que el sobrenadante
libre de celulas neutralizado no presento



Vol. 8, No. 45

efecto inhibitorio, mientras que el
sobrenadante no neutralizado libre de células
presentd el mayor efecto inhibitorio a
volimenes > 200 pl. L. paracasei ATCC
25302 presento la mayor inhibicién contra S.
cholerasuis and S. flexnerii (p < 0.05),
mientras que L. rhamnosus ATCC 53103
contra S. enteritidis (p < 0.05) (Tabla 1).

Estos resultados coinciden con los
reportados para otros estudios, donde
revelan que la produccion de A&cidos

organicos representa el mecanismo principal
de inhibicion de patdgenos y corresponde al
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mecanismo principal de regulacion de la
microbiota intestinal (Belicova et al., 2013;
Naidu et al., 2012; Zhang et al., 2011). Asi
mismo, el efecto letal de los &cidos
organicos radica en su forma no disociada, la
cual difunde pasivamente a través de la
membrana, alterando el gradiente
electroquimico y permeabilidad de la
membrana celular, y cuya concentracion
depende del pH del medio, lo cual
correlaciona con el sobrenadante no
neutralizado libre de células (Bae and Lee,
2015).

Tabla 3. Actividad antimicrobiana contra bacterias Gram negativas de sobrenadante libre de células de medio MRS
fermentado por cultivos axénicos de cepas de Lactobacillus.

Volumen
(ML)

50
100
150

200
250
300

Diametro de zonas de inhibicién (mm)

L. acidophilus L. casei L. paracasei L. rhamnosus

SF SE sC SF SE sC SF SE sC SF SE SC

0’ 0 of 0’ 0 of 09 o of 0° 0 of

09 0 of 09 0 of 09 o' of 09 0 of

09 0 of 09 0 of 12.1+0.2¢ 10.6+029 10.9+06° 10.1+0.39 12.1+04° of

09 o of 12.1+0.1¢ 11.2+01f of 12.4+0.1% 13.0+06° 11.4+02¢ 12.1+0.1¢ 14.9+01°  11.6+03%

09 10.4+04" 11.60.2¢ 12.8+0.6° 13.8+04¢ of 14.620.3° 14.5+04° 14.8+03° 14.30.3° 15.7+02°  11.5+02%
10.9+2¢ 10.5+03" 11.9+0.1¢ 14.1+0.2° 14.9+01° 10.9+2¢ 15.5+0.4% 14.6+02° 15.9+01% 14.4+0.4° 16.5+01*  13.2+01°

+ SF: Shigella flexnerii ATCC 12022; SE: Salmonella enteritidis ATCC 1045; SC: Salmonella cholerasuis ATCC 10708.
f pH y contenido de &cido lactico de sobrenadante libre de células no neutralizado (mg/100 pL): caldo MRS sin fermentar (control) pH=6.5 y
0.08+0.00; L. acidophilus ATCC 4356 pH=4.27 y 1.02+0.01; L. casei ATCC 393 pH=3.82 y 1.90+0.01; L. paracasei ATCC 25302 pH=3.72 y

2.12+0.01; L. rhamnosus ATCC 53103 pH=3.71y 2.18+0.01.

§ Los valores expresan el valor promedio + desviacién estandar de tres experimentos independientes. Diferentes superindices indican diferencias
significativas entre los valores promedios para cada cepa patoégena evaluada a p < 0.05 mediante la prueba de Tukey.

Por otra parte, la prueba de compatibilidad
entre cepas probidticas reveld que las cepas
de Lactobacillus son compatibles entre ellas
y con cepas probidticas del género
Bifidobacterium, con ausencia de halos de
inhibicién en el agar MRS, lo cual debe a
mecanismos de ambos géneros bacterianos
que involucran: recambio de lipidos con
incremento en la rigidez e impermeabilidad
de membrana citoplasmatica, excrecion de
protones por medio de ATPasas, produccion
intracelular de aminoacidos de cadena
ramificada (lle, Leu y Val) y amonio
(Papadimitriou et al., 2016; Ruiz et al.,
2011). Esto resalta su potencial en

11

aplicaciones clinicas y tecnoldgicas debido a
que Lactobacillus y Bifidobacterium forman
parte de la microbiota intestinal normal del
ser humano, lo cual representa bajo riesgo en
mecanismos inhibitorios 0 de competencia
contra cepas comensales del huésped
(Mueller et al., 2015). Adicionalmente, la
compatibilidad entre cepas podria sugerir su
aplicacion como cultivos mixtos en la
produccién de alimentos lacteos fermentados
(Rosa do Carmo et al., 2017).
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4.2.2 Asimilacion de prebidticos

De las cepas evaluadas, L. acidophilus
ATCC 4356 presentd la mayor capacidad de
asimilacion de prebioticos, con velocidades
especificas de crecimiento de 0.68, 1.01 y
0.61 para lactulosa, rafinosa y FOS
respectivamente (p < 0.05) (Figura 2a y
Tabla 4). El pH resultante de la fermentacion
de estos sustratos fue similar al control y
oscilé entre 4.2 y 4.3 al término de la
fermentacion (96 h) (p < 0.05). Las cepas L.
casei ATCC 393, L. paracasei ATCC 25302
y L. rhamnosus ATCC 53103 mostraron baja
densidad éptica y ligero cambio de pH en los
prebidticos mencionados (p < 0.05) (Figuras
2b-d y Tabla 2). Estos resultados
corresponden a los reportados por Altermann
et al. (2005) y Figueroa-Gonzélez et al.
(2019) que refieren baja capacidad de
asimilacion de lactulosa y FOS por cepas de
L. casei y L. rhamnosus, en contraste a L.
acidophilus. EI medio con inulina de agave
comercial produjo baja densidad Optica y
escasa acidificacion para todas las cepas de
Lactobacillus (p < 0.05) (Figuras 2a-d y
Tabla 4), lo cual indica escasa asimilacion
del carbohidrato, que es contrario a lo
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reportado por Kaplan and Hutkins (2000),
Cai et al. (2007) y Velazquez-Martinez et al.
(2014) para cepas de L. casei y L. paracasel,
pero similar respecto a L. acidophilus y L.
rhamnosus. Es importante destacar que las
variaciones metabolicas observadas estan
determinadas  por sus  caracteristicas
genotipicas especificas particulares de cada
cepa, las cuales estan determinadas por las
condiciones ambientales del habitat del
microorganismo (Altermann et al., 2005).
Finalmente, la importancia de la asimilacién
de prebidticos radica en el disefio de
productos simbioticos comerciales
(probidtico + prebidtico), en los cuales se
incluye el sustrato para promover el
crecimiento del probidtico especifico. Esto
sugiere que la cepa L. acidohilus evaluada
en este estudio presenta versatilidad los
sustratos utilizados, lo cual sugiere una
ventaja competitiva contra microorganismos
comensales y patdgenos dentro del tracto
gastrointestinal, representando un
mecanismo de accién importante en los
microorganismos probioticos (Dicks and
Botes, 2010).

Tabla 4. Velocidad especifica de crecimiento de cepas de Lactobacillus determinadas en fermentacion de MRS

modificado suplementado con prebidticos.

Prebidticos
Cepas Glucosa Rafinosa Lactulosa FOS Inulina
u () M () u(h) M () H(h)
LA 0.45£0.01 1.01+0.00* 0.68+0.03* 0.61+0.03* 0.40£0.03
LC 0.69%0.02 0.14+0.01 0.11£0.00 0.29+£0.01 0.19+0.00
LP 0.83+0.02 0.64+0.01 0.57+0.00 0.70+0.02 0.26+0.02
LR 0.58+0.03 0.1540.00 0.35+0.01 0.41+0.00 0.25+0.01

T LA: L. acidophilus ATCC 4356, LC: L. casei ATCC 393, LP: L. paracasei ATCC 25302, LR: L. rhamnosus ATCC 52103.
* Indica significancia en la velocidad especifica de crecimiento (u) respecto al control a p < 0.05 aplicando la prueba de Tukey. Los valores
indican el promedio + desviacion estandar de tres experimentos independientes.

12
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Figura 2. Cinética de crecimiento y cambio de pH de las cepas: a) L. acidophilus ATCC 4356, b) L. casei ATCC
393, ¢) L. paracasei ATCC 25302 y d) L. rhamnosus ATCC 52103, durante la fermentacion de medio MRS
modificado (reemplazo de glucosa por prebidtico al 1 % (p/v) incubado a 37 °C durante 96h. Los simbolos rellenos
corresponden a la medicion de la absorbancia y los simbolos vacios a las mediciones de pH. Los valores expresan el
valor promedio * desviacion estandar de tres experimentos independientes.

V. Conclusion

Los resultados obtenidos sugieren que las
cepas evaluadas presentan  potencial
aplicacion como cultivos adjuntos en la

elaboracion de alimentos lacteos
fermentados con propiedades funcionales.
La cepa L. casei y L. paracasei destacaron
en la produccion de aminoéacidos libres con
incremento en la disponibilidad de
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aminoécidos  esenciales, los  cuales
favorecerian en valor nutrimental y
propiedades  sensoriales del alimento
fermentado. Asi mismo, estas cepas junto
con L. rhamnosus presentaron mayor efecto
antibacteriano  contra  patdégenos Gram
negativos, lo cual proveeria al consumidor
un efecto protector contra infecciones
intestinales y agregaria al producto la
propiedad  funcional.  Finalmente, L.
acidophilus, resultdé en mayor capacidad de
asimilacion de prebidticos, que podria
resultar en una ventaja tecnoldgica en el
disefio de productos simbidticos.
Finalmente, todas las cepas fueron
compatibles con cepas probioticas de
Bifidobacterium, que podria representar una
ventaja en el disefio de cultivos mixtos.
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