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RESUMEN: Se evalu6 el potencial in vitro de Lactobacillus gasseri, para
ello, se determind la susceptibilidad/resistencia a penicilina (P), cefalotina (KF),
ciprofloxacina (CIP), gentamicina (CN) y dicloxacilina (DCX). Se estudi6 el efecto
inhibitorio de L. gasseriy el sobrenadante sobre Y. pseudotuberculosis. El crecimiento
de L. gasseri se estudié en diferentes condiciones de estrés como temperatura 380C y
450C; pH de 2,5-3,5-4,5 y 6; concentraciones de 3, 4 y 5% de sales biliares y 0,5-1 y
2% de bilis bovina. En la cinética se determinaron UFC/150ul, pH, acidez, consumo de
azucar y determinacion de proteina en los medio MRS y PRO. Se realiz6 un analisis de
péptidos y acido lactico mediante cromatografia liquida de alta eficiencia. Se encontrd
que L. gasseri fue resistente a KF y DCX, a diferencia de Y. pseudotuberculosis que
fue resistente Unicamente a DCX. L. gasseriy su sobrenadante inhibié a la bacteria
patogena, con halos de 4 y 3 ml. Se observaron crecimientos de 3x10"y
3x10'2 UFC/150puL a 38°C y 45°C; 3x10°-1,3x10' y 3x10° UFC/150uL a pH de 6-4,5
y 3,5; 2,7x10'%-1,3x10" y 2,5x10"* UFC/150pL a 3-4 y 5% de sales biliares; 5x10'*-
2,4x10"y 3,5x10"*UFC/150pL en 0,5-1 y 2% de bilis bovina. La fase exponencial de
los medios MRS y PRO ocurrié a las 20 y 16 horas con valores de 5x10''y
3,7xlO12 UFC/150uL; el pH registro valores iniciales y finales entre 5,72-4,6 y 5,7-4,48;
porcentajes iniciales y finales de 0,54-1,32% y 0,21-0,90% de acidez. El consumo total
de azucares en los medios MRS y PRO fue de 69,94 y 88,09% y 0,66 y 3,12 mg/L de
proteina. El sobrenadante registro valores de 4,80 y 5,10 g/L de acido lactico y un
péptido con una concentracion de 0,58 mg/ml.
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Fermentation kinetics, in vitro challenge tests and inhibitory effect ofLactobacillus
gasseri ATCC 19992

ABSTRACT: The potential in vitro of Lactobacillus gasseri was
evaluated. To do that, the susceptibility/resistance to penicillin (P), cephalothin (KF),
ciprofloxacin (CIP), gentamicin (CN) and dicloxacillin (DCX) was determined. The
inhibitory effect of L. gasseriand the supernatant onY. pseudotuberculosis was
studied. L. gasseri growth was studied in various stress conditions such as temperature
380C and 450C, pH 2.5-3.5-4.5 and 6, concentrations of 3-4 and 5% bile salts and 0.5-1
and 2% of bovine bile. In the kinetics CFU/150ul, pH, acidity, sugar consumption and
protein determination on MRS and PRO mediums were determined. An analysis of
peptide and lactic acid was performed using high-performance liquid chromatography.
It was found that:L. gasseriwas resistant to KF and DCX unlikeY.
pseudotuberculosis was resistant only to DCX. L. gasseriand its supernatant inhibited
the pathogenic bacteria with halos of 4 and 3 ml; growths of 3x10" and
3x10'% CFU/150pl at 38°C and 45°C; 3x10°-1,3x10"" and 3x10°CFU/150ul at pH from
6-4.5 and 3.5; 2.7x10'2-1.3x10"* and 2.5x10'> CFU/150pl to 3-4 and 5% bile salts;
5x10'%-2.4x10"* and 3.5x10'* CFU/150ul to 0.5-1 and 2% bovine bile were observed.
The exponential phase of the MRS and PRO mediums occurred at 20 and 16 hours with
values of 5x10'" and 3.7x10'2CFU/150ul; the pH recorded initial and final values
between 5.72 to 4.6 and from 5.7 to 4.48, and initial and final rates of 0.54 to 1.32% and
0.21 to 0.90% acidity. The total consumption of sugars in the MRS and PRO mediums
was 69.94 and 88.09% and 0.66 and 3.12 mg/L of protein. The supernatant recorded
values of 4.80 and 5.10 g/L of lactic acid and a peptide with a concentration of 0.58
mg/ml.
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Introduccion

Los probidticos son principalmente bacterias no patdgenas, que pueden ser utilizados
como suplemento alimenticio, los cuales tras ser ingeridos en cantidades adecuadas,
pueden mejorar el equilibrio microbiano y producir efectos benéficos en la salud de
quienes los ingieren (Manzano et al., 2012).

Las bacterias del género Lactobacillus son Gram positivas, no generan esporas y
algunas cepas presentan cuerpos bipolares (Fuenmayor, 2009). Este género muestra una
gran diversidad de especies difundidas en la naturaleza, lo cual se debe a su capacidad
de crecer en diferentes condiciones medioambientales (Ramirez-Ramirez et al., 2011).

Las condiciones de crecimiento del género Lactobacillus son variadas; cada especie de
este género presenta particularidades respecto a los requerimientos de aminoacidos,
péptidos, derivados de acidos nucleicos, vitaminas, sales, 4cidos grasos o ésteres de
acidos grasos y carbohidratos (Jiménez, 2010).

“Lactobacillus gasseri es una especie caracterizada de bacterias Gram positivas, bajas
en guanina y citosina (GC), conocidas por representar uno de los
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principalesLactobacillus homofermentativo del intestino humano” (Fakhry apud Di
Luccia et al.,, 2013, p 8).L. gasserise encuentra asociada a diversas funciones
probidticas que incluyen la disminucion de la actividad de las enzimas fecales
mutagénicas, estimulacion de los macrofagos, adhesion a los tejidos intestinales, y la

produccion de bacteriocinas capaces de disminuir organismos patdégenos (Anwar et al.,
2010).

Y. pseudotuberculosis causa una zoonosis bacteriana denominada yersiniosis y puede
causar infecciones zoonoticas animales salvajes, domésticos y aves (Kasper & Faud
apud Amaya & Calle, 2008; Galindo et al., 2011).

La investigacion tuvo como objetivos establecer el efecto de inhibicion de L. gasseriy
su sobrenadante sobre Y. pseudotuberculosis, estudiar el crecimiento de L. gasseri bajo
diferentes condiciones de estrés (temperatura, pH, sales biliares y bilis bovina) e
identificar las condiciones de la cinética de fermentacion de L. gasseri en el medio
MRS y PRO.

Materiales y Métodos

Esta investigacion se realizo en los laboratorios de la Facultad de Ciencias Pecuarias y
los laboratorios especializados pertenecientes a la Universidad de Narifio, ubicados en la
ciudad de Pasto con una temperatura promedio de 14°C, a una altura de 2540 msnm,
precipitacion anual promedio de 1084 mm y humedad relativa del 76%.

Se utiliz6 la cepa de coleccion American Type Culture Collection
(ATCC)Lactobacillus gasseri ATCC® 19992™*. KS2C y la cepa de coleccion
National Collection of Type Cultures (NCTC) Yersinia pseudotuberculosis NCTC
8580, ambas fueron reconstituidas de acuerdo con las indicaciones de la casa
comercial. L. gasseri se conservé mediante repique en medio so6lido MRS (Man,
Rogosa y Sharpe) cada 5 dias y en medio liquido MRS cada 8 dias. En el caso de Y.
pseudotuberculosis fue conservada en caldo BHI (Brain-heart infusion) y agar
MacConkey como medio solido, las condiciones de incubacion fueron a 37°C y 24
horas, para luego ser refrigeradas (4°C) hasta su utilizacion.

Para cultivar el indculo se tomd una alicuota de la cepa lactica y se sembrd con
anterioridad en cajas de agar MRS con azul de anilina y se transfirio a un Erlenmeyer
(100 ml), que contenia 40 ml de caldo MRS estéril; posteriormente fue llevado a
incubacion durante 24 horas a una temperatura de 37°C. Trascurridas las 24 horas, con
una pipeta de 5 ml, se transfirieron 4 ml del contenido del Erlenmeyer y se traslado a
otro Erlenmeyer con 40 ml de caldo MRS y se incubo por 24 horas a 37°C.

Se ajusto el indculo a 10% v/v para iniciar la fermentacion. Luego de las 24 h se calculd
el numero de bacterias por ml. El patréon en la escala de McFarland a la cual se ajusto la
poblacion bacteriana fue de 4 (1,2 x 10° UFC/ml). Con la ayuda de una pipeta, se tomo
1 ml del contenido del Erlenmeyer y se procedio a hacer la lectura en espectrofotdmetro
a 625 nm (Crueger & Crueger, 1993). En los casos en que se presentd mayor poblacion
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de la establecida, se adiciond caldo MRS estéril teniendo en cuenta el siguiente calculo
matematico de proporcionalidad de acuerdo con Guerrero apud Montes et al. (2003).

M ;= Poblacion o densidad celular que se desea ajustar.

M,= Densidad optica utilizada en la primera fermentacion.

V=1 ml Volumen proveniente del inoculo total (10/90).

X,= Cantidad que contiene M,

V,= Volumen que se agrega a un (1) ml para ajustar a 1,50 x 10° UFC/ml.

V3= 100 ml Cantidad total del inoculo.

X,= Cantidad de caldo MRS comercial estéril que se agrega a Vjpara ajustar la
poblacion al valor de M.

Encontramos entonces X;.

Se calcula Vy;
V=V i-X
Se determina el valor de X,

X3, corresponde al volumen que debe afiadirse a 100 ml para ajustar la poblacion.

Se realizaron prucbas de susceptibilidad a antibidticos enL. gasseriy.
pseudotuberculosis; los antibidticos evaluados fueron Gentamicina (CN 10 pg),
Penicilina (P10 IU), Ciprofloxacina (CIP 5 pg), Dicloxacilina (DCX 1 pg) y Cefalotina
(KF 30 pg). Se utilizo el método de Kirby & Bauer (1966); en donde las bacterias
fueron depositadas en un 1 ml de agua destilada, por separado y fueron incubados a
37°C, hasta lograr una turbidez similar al estandar 0,5 de MacFarland; posteriormente,
se transfirid a cajas de petri con agar Mueller Hilton y se difundié con un hisopo de
algodon. Luego, los discos de los antibioticos se colocaron sobre el agar, haciendo
presion para fijarlos al medio; posteriormente se invirtieron las cajas de petri y se
incubaron a 37°C por 18 h; al término de las 18 h, se midieron los halos formados entre
el borde del disco y el borde méximo de inhibicion.

De igual manera, se evaluo el efecto de inhibicion producido por L. gasseri sobre Y.
pseudotuberculosis mediante la metodologia de Tagg & McGiven (1971). Se ajust6 una
alicuota de L. gasseri a escala McFarland 0,5 y se cultivaron en agar MRS mas azul de
anilina a concentraciones de 50, 75, 100 y 150ul; finalmente se incubaron a 37°C por 24
h. La bacteria patogena se ajusto a escala MacFarland 0,5 (1,5 x 10° UFC/ml) y se
cultivo en agar TSA (Triptona soya agar). Se hicieron discos a partir del agar MRS mas
azul de anilina, en donde se sembro L. gasseriy fueron puestos en las cajas con la
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bacteria patogena, luego se incubd a 32°C por 12 horas. Al finalizar el periodo de
incubacion se midieron los halos de inhibicion. Se determiné susceptibilidad de la cepa
patogena cuando el halo fue igual o superior a 2 mm (Ramirez, 2005).

El sobrenadante de L. gasserise ajustd a 4 en la escala McFarland (625 nm).
Posteriormente se depositaron muestras de 1,5 ml en tubos Eppendorf'y se centrifugaron
a una temperatura de 4°C con 15000 rpm durante 15 min. Se utilizo el sobrenadante
filtrandolo con papel filtro de 0,25 um y sin filtrar. Cada muestra se refriger6 a 4°C
para posterior analisis (Jurado-Gamez, 2014a).

Los sobrenadantes se evaluaron mediante el método de Kirby & Bauer (1966)
modificado, con dos métodos diferentes: en el primero se adicion6 el sobrenadante a
discos de celulosa, en concentraciones de 50, 75, 100 y 150 ul, y en el segundo se
utilizaron cilindros estériles de 6 mm de diametro, en donde se depositaron las mismas
concentraciones. Los discos y cilindros fueron colocados en cajas de Petri con la cepa
patdgena y se incubaron a 37°C por 24 h.

L. gasserise estudid a concentraciones de 3, 4 y 5% de sales biliares bovina y
concentraciones de 0,5 - 1 y 2% de bilis bovina. Se partié del cultivo del inoculo; de
este cultivo se tomaron alicuotas que fueron sembradas en caldo MRS con las diferentes
concentraciones de sales biliares y bilis bovina de manera separada, luego se tomaron
muestras y se cultivaron en agar MRS con azul de anilina, permaneciendo 48 horas a
32°C.

Se realizaron pruebas de produccion de gas y catalasa a la bacteria lactica (Cai et al.
1999) y el crecimiento de L. gasseri se evalu6 a pH 2,5- 3,5- 4,5 y 6, este ensayo se
realiz6 durante tres horas, tomando muestras cada 20 minutos. La cepa fue incubada en
medio MRS comercial y el pH se ajust6 con la adicion de 4cido tartarico, para inhibir el
efecto de la produccion de acido lactico. Las condiciones de incubacion fueron de 32°C
por 48 h.

La cinética de fermentacion de L. gasseri se evalu6 en los medios de cultivo MRS y
PRO (compuesto por 10 g/l azicar blanco, 15 g/l leche de soya, 150 g/l suero de leche,
15 g/l salvado de trigo, Ramirez 2005), cada medio se dispuso en un Erlenmeyer con
540 ml de medio y 60 ml de in6culo y se incubd en Shaker en agitacion constante a
37°C y 100 rpm. Durante la cinética se evalu6: conteo de microorganismos viables en
placa (UFC/ml), pH, consumo de azucar total y proteina, determinacion de acidez y
determinacion de produccion de acido lactico. Las mediciones se realizaron cada 4 h
durante 24 h.

Para el conteo de microorganismos viables en placa, se diluy6 1 ml de muestra en 9 ml
de agua peptonada al 0,1%, se realizaron diluciones decimales que fueron transferidas a
cajas de Petri, que contenian medio MRS con azul de anilina (0,1 ml) para siembra en
superficie. Las cajas fueron incubadas a 37°C y se observaron entre 24 y 48 horas. Se
tomaron como criterio de inclusion las cajas con conteos entre 30 y 300 colonias. El
numero de colonias fue multiplicado por el inverso de la dilucion y por 10 para obtener
UFC/150pul (Jurado-Gamez et al., 2014b). Para determinar el pH se tomd una muestra
del medio y se midi6 con pHmetro digital (JENCO® VisionPlus).
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El método de Dubois et al. (1956) fue usado para determinar el azicar total, se
prepararon diferentes concentraciones de glucosa para crear una curva patrén mediante
los valores obtenidos de las muestras observadas a una densidad optica de 625 nm. Los
valores se graficaron contra la concentracion en mg/l, finalmente se obtuvieron los
valores de la linea recta.

El acido lactico fue determinado mediante titulacion con hidroxido de sodio (IN). La
biomasa se determiné por los métodos de Crueger & Crueger (1993) y Rodriguez et al.
(2003); para ello se establecio la velocidad maxima de crecimiento mediante la
siguiente ecuacion:

El tiempo de duplicacion celular (td) se determind teniendo en cuenta la siguiente
ecuacion:

LaZ

VInaE

td =

Se cuantificé el consumo de proteina por el método de Lowry et al. (1951) con
modificacion de Malara & Charra (1972), se realiz6 una curva de calibracion mediante
seroalbumina bovina y se determin6 la absorbancia en espectrofotometro a 625 nm. Los
valores obtenidos fueron graficados contra la concentracion para obtener la ecuacion de
la linea recta.

Se evalu6 la viabilidad de L. gasseria dos temperaturas 38 y 45°C, tomando como
referencia la fase exponencial de crecimiento encontrada en la cinética de fermentacion,
el procedimiento se basé en lo propuesto por Crueger & Crueger (1993), para ello se
ajusto el inoculo de acuerdo con la escala de MacFarland 0,125; la incubacion dur6 12 h
de iniciada la prueba, enseguida se realizaron diluciones de 107 hasta 10" en agua
peptonada y se sembraron en cajas de Petri con azul de anilina comenzando en la
disolucion de 10 hasta la méaxima disolucidn; las cajas se incubaron por 48 horas a
37°C para determinar el recuento de colonias en UFC/150 pl.

Se identificé el contenido de péptidos en el sobrenadante mediante HPLC. Se tom6 1 ml
de sobrenadante y se filtro con jeringa PVDF, Pall de 0,25 um. La muestra se congelo (-
20°C) y protegi6 de la luz hasta su andlisis. Se identificaron los espectros UV de los
picos integrados, mediante el sistema de deteccion PDA y se compararon con el patron
de péptidos Sigma H2016, se realizaron 4 réplicas.

El disefio estadistico utilizado fue el de medidas repetidas en el tiempo, y se usé el
paquete estadistico SAS 9.1 (2004), con el procedimiento PROC MIXED de SAS.
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Resultados y Discusion

Los resultados del perfil de susceptibilidad/resistencia de L. gasseri mostro resistencia a
la accion de KF y DCX y sensibilidad a la P, CIP y CN (tabla 1, figura 1).

Tabla 1. Perfil de susceptibilidad/resistencia de L. plantarum v ¥, pseudotuberculosizs.

L.
o gasseri sensible Y. Sensible
Antibiotic Halo de (3 pseudotubercllo ()
° inhibicio Resistent 5is Halo de Resistent
n (mm) e (R) inhibicién (mm) e (R)
P101IU 30 =] 26 S
KF 30 ug 0 R 42 S
CIP 5 ug 32 S 42 S
CN 10 pg 7 5 26 S
DCX 1 ug 0 R 0 R

Yersinia pseudofuberculoasis

Figura 1. Susceptibilidad de antibicticos frentz a
L. gasseny Y. pseudotuberculosis.

Se debe procurar que las bacterias benéficas no presenten resistencia a los antibioticos,
para evitarse el riesgo de transmision de genes de resistencia a bacterias patogenas que
estén presentes en el TGI del huésped (Sanz et al. apud Alvarado & Diaz, 2009).

Segun Morillo & Romero (2016), L. gasseri presento resistencia a KF y DCX, lo cual
concuerda con los resultados reportados en esta investigacion. Por su parte, Rubio et al.
(2013) reporta la resistencia de L. gasseri a kanamicina y clindamicina. El analisis de la
secuencia genomica de L. gasseri ATCC 33323 permitio inferir que no posee genes de
resistencia a antibidticos que puedan ser transmisibles, pero hace la aclaracion, de que
no es correcto suponer que todas las cepas de L. gasseriestén libres de genes de
resistencia a antimicrobianos transmisibles (Azcarate et al. apudSelle & Klaenhammer,
2008).

Y. pseudotuberculosis mostr6 resistencia a DCX (tabla 1, figura 1), resultados similares
fueron reportados por Jurado et al. (2014a) y Morillo & Romero (2016).

L. gasseri inhibio a Y. pseudotuberculosis con halos de 3 y 4 mm (tabla 2 y figura 2).
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Tabla 2. Concentraciones v halos de inhibicion de
L gasserfrente a ¥ peeudotubercuiosis.

Concentracion (pl) y medida del halo
Medio
(mm)

50 ul 75 ul 100 ul 150 ul
T5A W W W W

4 mm 4 mm 4 mm 3 mm

Figura 2. Discos de agar impregnados de Lactobaciius gassen

Las BAL pueden producir diferentes compuestos con efectos antimicrobianos (Mishra
& Lambert apud Delgado (2005). Esta caracteristica se utiliza para la destruccion de
bacterias indeseables o patdgenas y por lo general estos compuestos son acido lactico o
derivados del metabolismo del oxigeno como el H,O, (Leveau & Bouix apud Pefiaflor,
2007). Con base en los resultados registrados en latabla 3, se infiere que L.
gasseri inhibio a Y. pseudotuberculosis por accion individual o conjunta de los
metabolitos producidos por L. gasseri.

Se observaron halos de inhibicion generados por el sobrenadante entre 1 y 5 mm (Tabla
3).
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Tabla 3. Concentraciones y halos de inhibicion del sobrenadante de L gesssrifrentea v

pseudotubercuiosis.

Méto Condicion Concentracion (pl) y
do medida del halo (mm)
50 [ 10 150
pl pl 0 pl
pl
4 5 3 2
Filtrado pHG m m m mm
m m m
Disco 3 3 3 2
Filtrado pHG
5 m m m mm
. -80°C
Meéto m m m
do Sin filt y 2 P 2 2
modif E-m Hiare m m m mm
icado m m m
. 2 2 5 3
Sin filtrar pH
m m m mm
6-80°C
m m m
1 2 2 2
Filtrado pH 6 I I I mm
Dif m m m
s 2 2 2 2
ion Filtrado pH 6
m m m mm
en -80eC
- m m m
cilind 5 1 2 5
ro Sin filtrar pH
m m m mm
plasti B
m m m
co
2 2 2 2
Sin filtrar pH
m m m mm
6 -80°C

m

m

m

Ya que las BAL generan diversos compuestos con actividad antimicrobiana, se dificulta
estimar cual de ellos tiene mayor o menor incidencia sobre el efecto de inhibicion, por
tal razon se elimind del sobrenadante los posibles efectos de inhibicion generados por
compuestos como acido lactico y biomasa bacteriana. Por lo tanto, de la informacion

reportada en latabla

4, se infiere

que el

sobrenadante inhibio a.

pseudotuberculosis como consecuencia de las bacteriocinas en el sobrenadante.
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Tabla 4. Efecto del medio de cultivo sobre las UFGME0 pL de L. gasser

Te

mp 0 1 2 3 4 5 B

]

™ Ix108 Sx1 731 3.8%71 Fx10 5x10 3x10
RS b 07 0%b 0%b T a 1oe

p 3,6x Bl 31 3.3x1 3.7x1 3.6x 2 9x
RO 107k 0%h 0%h 0"k 0%a 105k 105k

Letras diferentes en una misma columna entre medios para una misma cepa indican

diferencia estadistica significativa (P=0,08).

Resistencia bajo condiciones de estres (temperatura, sales biliares, bilis y pH): el
ensayo de crecimiento a diferentes temperaturas reportd crecimientos maximos de
3x10" y 3x10" UFC/150ul a 380C y 450C respectivamente; por su parte, Gregoret et
al. (2012) mencion6 que una cepa de L. gasseri presenté un crecimiento de 10° UFC/ml
a 37°C. Segin Ahmed et al. (2006), las BAL tienen una temperatura de crecimiento
optimo y es una de las caracteristicas que permite diferenciarlas, debido a que inciden
en el crecimiento y puede afectar el tiempo de generacion de acuerdo con la fase de
crecimiento y especie. Es posible inferir que la temperatura 6ptima para L. gasseri se
encuentra cercana a 380C.

En cuanto al crecimiento en condiciones variables de pH, se registraron valores de
3,8x10%, 3x10'"'y 3x10® UFC/150 ul a pH de 6-4,5 y 3,5 después de 100 minutos;
finalmente se encontraron 3x10°-1,3x10""y 3x10° UFC/150 pl a pH de 6-4,5 y 3,5
respectivamente en el tltimo tiempo del ensayo (180 minutos). Por lo anterior se infiere
que L. gasseri puede soportar una simulacion de ambientes acidos in vitro, manteniendo
conteos viables de crecimiento durante 3 horas.

Por ultimo, los resultados para sales biliares estuvieron comprendidos entre 4x10°y
2,7x10" - 3,5x10% y 1,3x10'% y 2x10” a 2,5x10'> UFC/150 pl al 3, 4 y 5%. Po su parte,
los valores de bilis bovina fueron de 3x10%y 5x10'%- 3,5x10"y 2,4x10"*y 4x10°a
3,5x10"> UFC/150 ul en 0,5-1 y 2% de bilis bovina. Gibson & Fuller apudMoreno,
(2012) mencionan que las bacterias probidticas, antes de llegar al TGI, deben resistir
inicialmente la acidez géstrica y posteriormente se deben enfrentar a las sales biliares.
Con base en lo anterior y los resultados encontrados, L. gasseri tendria la capacidad de
mantener conteos viables en condiciones simuladas de acidez, seguidas de porcentajes
variables de sales biliares.

Cinética de fermentacion: la fase exponencial en los medios MRS y PRO se encontro
en los tiempos 5 (20 h) y 4 (16 h) (Figura 3), con valores de 5x10"" y 3,7x10'* UFC/150
ul. Se encontraron diferencias estadisticas significativas (P<0,05) desde el tiempo 3
hasta el tiempo 6 (Tabla 4).
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Figura 3. Cinética de fermentacion de L. gasseri en los
medios MRS v PRO.

Tabla 4. Efecto del medio de cultivo sobre las UFCMEB0 pL de L. gasseri

Te

mp 0 1 2 3 4 5 B

]

™ 3x108 Sx1 Tx1 3.8%1 Bx10 5x10 3x10
RS b 07h 0%h 0%h T Ta 1os

p 3.6x Bl Jx1 3.3x1 3.7x1 3.6x 2.9x%
RO 107k 0%k 0%k 0"k 0%a 105k 105k

Letras diferentes en una misma columna entre medios para una misma cepa indican

diferencia estadistica significativa (P=0,08).

Segun Morillo & Romero (2016), L. gasseri reporté un valor de 1,75x10"*UFC/150 pl
en el medio MRS y 6,2x10'2 UFC/g en el medio MRS segun Yoda et al. (2014). Estos
resultados, comparados con los encontrados en esta investigacion, muestran que los dos
medios tuvieron crecimientos adecuados, sin embargo la fase exponencial del medio
PRO fue mas rapida. Segiin Orozco & Solarte apud Morillo & Romero (2016), en la
fermentacion las BAL tienen que suplir sus requerimientos nutricionales (carbohidratos,
proteinas, lipidos y vitaminas), ya sea del medio de cultivo o por la interaccion con los
microorganismos presentes en el medio de fermentacion. Segun esto, el medio PRO fue
capaz de suplir de forma eficiente los requerimientos de L. gasseri en comparacion con
el medio MRS.

Los valores de pH y acido lactico, mostraron una relacion inversamente proporcional en
los dos medios (Figuras 4y 5). El efecto de la biomasa (UFC/150ul) sobre el pH del
medio de cultivo se presentaron diferencias estadisticas significativas (P<0,05),
destacandose un menor pH para el medio MRS (4,23 y 4,20) vs PRO (4,53 y 4,50). En
cuanto al efecto de biomasa sobre el porcentaje de acido lactico del medio de cultivo, se
observaron diferencias estadisticas significativas (P<0,05) en los tiempos 1, 2,4, 6y 7
con mayor porcentaje de acido en el medio MRS (0,60; 0,64; 0,73; 1,21; 1,46) vs PRO
(0,23; 0,28; 0,60; 0,97; 0,97).
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Figura 4. Comparacion de pH y acido lactico durante la
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Figura 5. Comparacion de pH y acido lactico durante la

Ahmed et al. (2006) afirman que existe una relacion inversa entre la acidez y el pH; por
su parte, Doelle (2014) menciona que los nutrientes son absorbidos mientras avanza el
crecimiento celular hacia la fase de crecimiento logaritmico y los productos finales se
excretan, haciendo que esta actividad metabolica altere el pH y cambie el entorno. Esta
relacion se observo en los dos medios de cultivo evaluados, por lo cual se infiere que los
nutrientes fueron consumidos provocando una excrecion principalmente de acido
lactico, que cambid el pH de los medios.

El consumo de azucar presentd valores iniciales y finales de 3,83 y 1,70 mg/l en el
medio MRS y 3,89 y 0,92 en el medio PRO.
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Lactobacillus gasseri MRS y PRO
UFC/150 pl vs consumo de azlcares
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Figura 6. Consumo de azucares en los medios MRS y PRO.

Los valores iniciales y finales demuestran que L. gasseri mantuvo un consumo de
azucares progresivo (Figura 6). Al respecto, Cardelle et al. (2011) mencionan que en la
fermentacion in vitro de cepas de lactobacilos utilizadas en combinacion con diferentes
materias primas como sustrato (prebiodticos), se dificulta identificar cuéles son
fermentados selectivamente por los microorganismos de interés, y también se dificulta
establecer la velocidad a la que un solo oligosacarido es fermentado. Lo anterior, se
encuentra en concordancia con los resultados encontrados, ya que es posible identificar
el consumo progresivo de azlcar, pero se dificulta establecer el tipo de carbohidrato
que L. gasseri consumio selectivamente. En contraste, es importante identificar aquellos
carbohidratos que las BAL son incapaces de fermentar; segun Anwar et al. (2010), tres
cepas de L. gasseri, reportaron la imposibilidad de fermentar rafinosa.

La determinacion de proteinas en la fase exponencial para L. gasseri en los medios
MRS y PRO fue de 0,66 y 3,12 mg/l. Esta determinaciéon no presenta curvas con
tendencia definida, a diferencia de la curva correspondiente al consumo de azucares
(Figura 7).
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Figura 7. Estimacion proteica frente al crecimiento (UFC/H30uL)
en medios MRS v PRO.

Elias et al, apud Chafla et al., (2015) mencionan que el incremento de la concentracion
proteica en un medio, se encuentra profundamente asociado al desarrollo de bacterias y
enzimas. Por tal razén, las variaciones de proteina registradas en la grafica 7,
posiblemente indiquen un consumo de proteina del medio, la produccion de enzimas y
la estimacion indirecta de la biomasa bacteriana.

El medio PRO en comparaciéon con el medio MRS, report6 ser més eficiente en cuanto a
velocidad especifica de crecimiento (ph™) y tiempo de duplicacion celular.

Tabla 5. Datos cingticos de L. gasserd en los medios MRS v PRO.

Lactobacillus gasseri Medio
Parametro MRS FPRO
Velocidad especifica de crecimiento
(ph1) 0.5943  0.7348
Tiempo de duplicacion celular
(minutos) £9,08 06,60
Incremento celular fin fase
logaritmica 3E+13 3E+13
Incremento celular total TE+11 TE+11
RZ fin fase logaritmica 0,9935 0,8793

La velocidad de crecimiento especifica puede alcanzar valores maximos cuando la
concentracion de nutrientes es alta (Orozco & Solarte apud Morillo & Romero, 2016).
Los resultados encontrados en cuanto a ph™ y tiempo de duplicacién celular, permiten
inferir que posiblemente el medio PRO fue el medio que supli6é los requerimientos
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nutricionales de L. gasseri de forma eficiente en cuanto a tipo de requerimiento y
cantidad; resultados similares fueron descritos por Calpa & Chaspuengal (2013),
referentes al menor tiempo de duplicacion y un mayor ph™' paralLactobacillus casei en
un medio similar al medio PRO.

Analisis de HPLC en muestras de sobrenadante: El analisis del sobrenadante deL.
gasseri registr6 una cantidad de acido lactico de 4,80 y 5,10 g/l y un péptido
conformado por una cadena de aminodcidos VAL-TIR-VAL, con una concentracion de
0,58 mg/ml.

Ramirez (2008) menciona que entre los principales metabolitos producidos por las
BAL, se encuentran los compuestos de bajo peso molecular y sustancias con efecto
inhibitorio sobre otros microorganismos; el principal de estos compuestos es el acido
lactico, producido por la fermentacion de las bacterias, el cual puede reducir el pH hasta
un pH que otras bacterias no toleran.

Fujimura et al. (2012) encontraron que L. gasseri OLL 2716 produjo 1,4 g/l de acido
lactico, cantidad que fue menor a la registrada en este estudio. Esta variacion puede
estar influenciada por diferencias entre la cepa bacteriana, temperatura y el medio de
crecimiento. Waldir et al. (2007) mencionan que la concentracion de la fuente de
carbono marca significativamente en la conversion de glucosa en acido lactico.

El analisis de péptidos detectd 7 picos en el sobrenadante de L. gasseri, los cuales
fueron comparados con un patron estandar, el cual reportd una similitud entre el pico 6
equivalente al tiempo de retencidon 11,95; por la cual se establecidé que posiblemente se
tratd de un péptido conformado por una cadena de aminoacidos VAL-TIR-VAL.

Conclusiones

La simulacion in vitro de L. gasseri permitio establecer que podria resistir el paso a
través del TGI y soportar las condiciones fisiologicas de temperatura, acidez gastrica y
enzimas en cantidades viables. Ademads, cuenta con mecanismos para inhibir a bacterias
patogenas y potencialmente se evita el riesgo de transmitir genes de resistencia a P, CIP
y CN.
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