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Estudio de Agentes Selectivos en el Crecimiento de Bacterias Probioticas

Estudio de Agentes Selectivos en el Crecimiento de Bacterias Probidticas

1. INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha incrementado el interés por mantener una salud apropiada mediante la
modificacion de la dieta con la finalidad de mejorar la microflora intestinal buscando que ésta a su
vez proporcione un efecto benéfico en la salud del huésped. Se han realizado estudios en los
cuales se utilizan microorganismos llamados probiéticos que son microorganismos capaces de
establecerse en el tracto intestinal y formar parte de la flora intestinal propia de cada individuo
ayudando a fortalecerla, y sustancias alimenticias denominadas prebidticos que estimulan el
crecimiento de los microorganismos ya mencionados; cuando se combinan los probidticos y
prebidticos, se espera que el efecto que ejerce cada uno por separado se vea incrementado.
Debido a los beneficios que potencialmente se pueden derivar como resultado de la manipulacién
de la microflora intestinal en términos de prevencion y de supresion de bacterias nocivas y
promocién del desarrollo de bacterias benéficas, en este estudio nos enfocaremos a evaluar el
crecimiento de bacterias probidticas en presencia de coliformes utilizando prebitticos como
agentes selectivos, con lo que pretendemos entender la evolucién de la microflora intestinal del
humano cuando consume probidticos y prebiéticos. Para esto se lleva a cabo una simulacion in
vitro de algunas partes del tracto gastrointestinal (Intestino Delgado, Colon Ascendente, Colon
Transversal y Colon Descendente), colocando en pequefios reactores que actuan simulando cada
una de dichas regiones un medio de cultivo semejante a los fluidos intestinales y con el pH
reportado para cada region. En este medio se combinan un probibtico, que en este caso es
Lactobacillus casei Shirota, con un prebiético (Oligomato 55%) y un microorganismo patégeno
(Escherichia coli), y se lleva a cabo la simulacion de cada una de las regiones. Al finalizar el tiempo
de la primera region, se toma una alicuota y se traspasa al siguiente reactor (siguiente region) y
asi sucesivamente hasta terminar la fermentacion; de igual forma se realiza una fermentacion
control para la comparacion, la cual no cuenta con el prebidtico y utiliza como fuente de carbono la

glucosa.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Prebidticos

Los prebidticos han sido definidos como “ingredientes alimenticios no digeribles que afectan
benéficamente al huésped por la estimulacion selectiva del crecimiento y/o actividad de una o un

grupo de bacterias en el colon, mejorando asi la salud del huésped” (Gibson y Roberfroid, 1995).

Los prebidticos se han convertido en articulos importantes dentro del area de alimentos
funcionales. Estos compuestos estan disefiados principalmente para ejercer beneficios en los
humanos mediante una influencia positiva en la composicion de la microflora intestinal. Estos
productos se han vuelto una buena alternativa ya que estudios cientificos han mostrado evidencia
de gque algunos compuestos prebidticos son capaces de promover el crecimiento de bifidobacterias
y lactobacilos en el colon, ya que pueden atravesar la parte superior del tracto gastrointestinal sin
ser hidrolizados (Kneifel et al., 2000).

Los criterios que permiten la clasificacion de un ingrediente alimenticio como prebidtico incluyen:

a) No debe ser hidrolizado, ni absorbido en la parte superior del tracto gastrointestinal.

b) Fermentacion selectiva por bacterias potencialmente benéficas en el colon.

c) Alteracion en la composicion de la microbiota col6nica para una composicion mas saludable.

d) Preferentemente, inducen efectos que son benéficos para la salud del huésped (Fooks et al.,
1999).

2.1.1. Clasificacion

Los ingredientes normalmente definidos y estudiados como prebidticos son oligosacaridos,
fructooligosacaridos, polisacéridos, etc., y de entre éstos, los que han enfocado mayor interés son
galactooligosacaridos y fructooligosacaridos (Crittenden y Playne, 1996; Voragen, 1998). Sin
embargo existen otros componentes, como la proteina de la leche lactoferrina o lactotransferrina,
gue estimulan el desarrollo selectivo de bacterias probibticas en el tracto gastrointestinal, lo cual ha

llevado recientemente a definir esta proteina también como un prebiético (Fox y Flynn, 1992).
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Los prebiéticos son oligosacéridos no digeribles por el humano por la presencia de ciertos enlaces
usualmente definidos como glicésidos que contienen entre 2 y 10 unidades de monosacaridos, en
general los oligosacaridos en alimentos no son productos puros, son mezclas que contienen
oligosacéridos de diferentes grados de polimerizacion, son solubles en agua y ligeramente dulces,
tipicamente 0.3-0.6 del poder edulcorante de la sacarosa (Crittenden y Playne, 1996). Se han
reportado muchos oligosacaridos que poseen actividad prebidtica aunque los datos son obtenidos
de estudios sencillos en los que los resultados son comparados con un placebo siempre en

ensayos in vitro o en ensayos con humanos (Rycroft et al, 2001).

Los beneficios de los oligosacaridos surgen del incremento de la poblacion de bifidobacterias en el
colon las cuales, con su efecto antagonista suprimen la actividad de bacterias putrefactivas
reducen la formacién de productos toxicos, la reduccion de metabolitos toxicos, la prevencion de

diarrea patogénica, entre otras (Tomomatsu, 1994).

2.1.1.1 Disacaridos

La lactulosa (4-0-B-galactopiranosil-D-fructosa) y el lactinol (4-0-B-galactopiranosil-D-glucitol) son
derivados sintéticos de la lactosa y han sido empleados en el tratamiento de constipacion cronica y
encefalopatia hepatica. Ambos disacaridos no son absorbidos en el intestino delgado y son
fermentados rapidamente por la microflora del colon, mostrando tener un efecto sobre la microflora
humana al disminuir las poblaciones de Clostridium, coliformes y Eubacterium, e incrementando el

namero de Bifidobacterium, Lactobacillus y Streptococcus. (Escalante, 2001)

2.1.1.2. Galactooligosacéridos

Los galactooligosacéaridos son azlcares que se encuentran de forma natural en la leche de
mamiferos y en algunos productos procesados en los que se pueden obtener mediante reacciones
de transgalactosilacion o por calentamiento excesivo de la leche. Una de las fuentes mas ricas de
oligosacéridos bioactivos es la leche humana, la cual juega un papel importante en la salud de los
bebés que es atribuible en gran medida a la presencia de dichos azucares. Por esta razén, desde
hace muchos afos se han realizado estudios para identificar y estudiar el efecto de los diferentes
oligosacaridos. En las ultimas cinco décadas se han realizado diversos estudios de los

oligosacéridos presentes en la leche humana para establecer su composicion estructural y se ha
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llegado a la conclusion de que estan formados por seis residuos de monosacaridos: glucosa,

galactosa, N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, mucosa y acido sialico (Miller et al., 1994).

La funcién biolégica de los oligosacaridos presentes en la leche humana adn no se ha dilucidado
del todo, sin embargo, se proponen dos posibles mecanismos: el primero, que previenen la
adhesion de virus y bacterias en las células epiteliales; por ejemplo, los fucosil-oligogalactésidos
son receptores de Escherichia coli, la lacto-N-tetraosa o lacto-N-neotrosa son receptores para
Streptococcus pneumoniae Yy varios sialil-oligogalactésidos son receptores de Helicobacter pylori,
Mycoplasma pneumoniae y el virus de influenz A, By C. El segundo, promueven el crecimiento de
Bifidobacterium bifidus, el cual es considerado como un microorganismo benéfico para la salud del
humano (Nakhla et al., 1999).

Los oligosacéridos transgalactosilados no son hidrolizados o absorbidos en el intestino delgado y
parece ser que son rapidamente fermentados en el colon proximal en donde se ha observado que
su fermentacién por bifidobacterias favorece la proliferacion de estas bacterias en estudios in vivo
(Escalante, 2001). Se ha reportado que el consumo diario de 2.5 g de galactooligosacéridos
incrementan significativamente el nimero de bifidobacterias en el intestino. La ingesta de 5 g/dia
de galactooligosacéaridos incrementa la frecuencia de la funcion del intestino, y facilita los
movimientos del mismo. La ingestion de galactooligosacaridos reduce la produccion de &cidos
biliares secundarios. Muchos estudios in vitro han mostrado que los galactooligosacaridos son
utilizados por cepas de bifidobacterias y lactobacilos. Ademés se ha sugerido que los
galactooligosacéridos son utilizados de manera mas rapida por las bifidobacterias que otros

oligosacaridos como lactulosa y rafinosa (Gopal et al., 2000).

Los oligosacaridos transgalactosilados han sido producidos comercialmente para ser incorporados
en productos como el Oligomato 55" que es el nombre comercial de una aztcar formada por la
accion de la [-galactosidasa en la lactosa. El oligomato consiste principalmente en
galactooligosacaridos, en los cuales el principal componente es el 4 -galactosil-lactosa (figura 1).

Otros componentes son lactosa y monosacaridos (Boletin de Yakult).
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Figura 1. Estructura de la 4"-galactosil-lactosa; componente principal de los galactooligosacaridos
(Boletin de Yakult).

2.1.1.3. Fructooligosacéaridos

Los fructooligosacaridos son producidos a partir de la hidrdlisis parcial de la inulina extraida a partir
de la raiz de la achicoria (Cichorium intybus) por accién de enzimas fungicas. Otro método de
obtencién es la sintesis a partir de sacarosa usando la enzima transfructosilasa. Los
fructooligosacéridos no son digeridos en el intestino delgado y son rapida y completamente

fermentados por la microflora colénica a acidos grasos de cadena corta (Escalante, 2001).

La inulina es un oligdbmero de la fructosa presente en muchas plantas, como la cebolla, la achicoria
y el ajo. Este azlcar consiste en un polimero de D-fructosa unido por enlaces (3(2-1) con una D-
glucosa unida al extremo terminal de la molécula por enlaces a(1-2). El grado de polimerizacion de
la inulina puede variar de 2 a 60. Esta sustancia tiene probada resistencia a las propiedades
degradativas del tracto gastrointestinal y alcanza el colon en forma intacta. Es ahi, en donde sirve

como sustrato para el crecimiento de la microflora colénica (Wang y Gibson, 1993).

Los fructooligosacaridos poseen muchas propiedades muy interesantes. Primero, su intensidad en
dulzura es muy baja: cerca de una tercera parte de la intensidad de la sacarosa. Esta propiedad
es altamente utilizada en alimentos en los cuales esta restringido el uso de sacarosa. Segundo, los
fructooligosacéridos no tienen un gran aporte calorico, ya que son escasamente hidrolizados por
las enzimas lo que los hace poco disponibles como fuente de energia. Tercero, no pueden ser
utilizados por Streptococcus mutans para formar caries dental. Finalmente, los fructooligosacéaridos
fomentan el crecimiento de bifidobacterias y no fomentan el crecimiento de microorganismos

putrefactores, que tienen tendencia a causar diarrea (Yun, 1996).
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2.1.1.4. Oligosacéridos derivados de la soya

Los oligosacaridos derivados de la soya, la rafinosa, la estaquiosa y la verbascosa
(pentasacérido), son extraidos directamente de la soya. La capacidad de promover el crecimiento
de bifidobacterias ha sido demostrado en humanos sanos, en donde se ha observado que la
ingesta de 10 g/dia de estos oligosacaridos incrementa significativamente los niveles de

bifidobacterias durante el periodo de la ingesta (Escalante, 2001).

2.1.1.5. Proteinas

La lactoferrina es una proteina con las siguientes caracteristicas fisicoquimicas: peso molecular de
80,000 Da; contenido de carbohidratos de 11.2%; contenido maximo de hierro de 1.4 mg/g; punto

isoeléctrico 8.0; y absorbancia a 465 nm de una solucién saturada de hierro (Walzem et al., 2002).

La lactoferrina posee propiedades antibacterianas y antioxidantes, es el mayor factor de
resistencia contra enfermedades en la glandula mamaria y probablemente regula la accién contra
infecciones microbianas de la glandula mamaria. La lactoferrina secuestra y solubiliza el hierro,

esto controla la cantidad disponible para el metabolismo en el intestino (Walzem et al., 2002).

En general, las propiedades de la lactoferrina incluyen propiedades antibacterianas y antivirales,
prevencion del crecimiento de organismos patégenos en el intestino, estimulacion de la respuesta
inmune, regulacion del metabolismo que involucra hierro. La lactoferrina esta considerada como un
componente importante en la defensa contra organismos que causan infecciones. Aunque la
actividad antimicrobiana de la lactoferrina es ampliamente reconocida, su mecanismo de accion
aun no estd caracterizado completamente. El efecto antimicrobiano esta ligado a la actividad
formadora de enlaces con el hierro porque la lactoferrina se une a el y deja este nutriente esencial
poco disponible para el crecimiento de las bacterias. Ademas, la lactoferrina humana dafia la
membrana externa de las bacterias Gram-negativas. El fragmento peptidico de la lactoferrina tiene

una actividad bactericida directa (Walzem et al., 2002).
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2.1.2. Usos y Aplicaciones

El mayor uso de los oligosacaridos es en alimentos funcionales tales como bebidas en las cuales
se utilizan oligosacéridos de soya o xilooligosacéaridos; estos compuestos empiezan a incluirse en
yoghures y yoghures para beber para producir simbi6ticos. Otras aplicaciones son los postres
como jaleas y helados, productos de panaderia y mermeladas, ademas de formulas lacteas para
infantes (Crittenden y Playne, 1996). Los fructooligosacaridos pueden utilizarse como sustituto de
la sacarosa en productos bajos en calorias. Los oligosacéaridos pueden utilizarse en la elaboracién
de productos carnicos, sodas, cafés, bebidas alcohdlicas, leches fermentadas, conservas de

frutas, dulces, etc (Voragen, 1998).

2.2. Probi6ticos

Los probidticos son organismos vivos que, al ingerirse en ciertas cantidades, son capaces de
mantener un balance en la flora intestinal. La importancia de los probi6ticos es significativa ya que
tienen una aplicacion tanto a nivel industrial en la elaboracion de productos (como leches
fermentadas) y desde el punto de vista digestivo en el ser humano. Al modificar la microflora
intestinal, los probioticos influyen directa e indirectamente en el estado de la salud a través de
produccion de vitaminas y acidos grasos de cadena corta, degradacion de sustancias alimenticias
no digeridas, estimulacion de la respuesta inmune y proteccion frente a microorganismos

enteropatdégenos (Lee y Salminen, 1995).

Los criterios usados comUnmente para aislar y definir bacterias viables como bacterias probi6ticas

incluyen los siguientes: (Kailasaphaty y Chin, 2000)

Géneros de origen humano.

Estabilidad al contacto con bilis, &cido, enzimas y oxigeno.
Habilidad para adherirse a la mucosa intestinal.

Potencial de colonizacion en el tracto gastrointestinal humano.

Produccién de sustancias antimicrobianas.

o g s~ w N PE

Eficacia y seguridad demostrables.
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2.2.1. Microorganismos Probiéticos

Los microorganismos probibticos pertenecen a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium y
algunas levaduras con caracteristicas probioticas semejantes (tabla 1). Las bifidobacterias son
habitantes normales en el tracto intestinal, generalmente se encuentran en cantidades superiores a
10" por cada gramo de contenido intestinal; comprenden cerca del 25% de la microflora, sin
embargo, la cantidad de bacterias va disminuyendo con la edad (Hopkins et al., 1998).
Caracterizadas generalmente como gram-positivas, existen alrededor de 30 especies incluidas en
el género Bifidobacterium, 10 de las cuales se aislaron de fuentes humanas (caries dental, heces
fecales y vagina), 17 del tracto intestinal de rumiantes, 2 de agua de desecho y una de leche
fermentada. Los lactobacilos son bacterias gram-positivas, son microorganismos anaerobios y
estrictamente fermentativos. En la actualidad se conocen 56 especies del género Lactobacillus
distribuidas en varios nichos ecolégicos como son el tracto gastrointestinal y el tracto genital y
constituyen parte importante de la microflora endégena del humano. Su distribucién se ve afectada
por varios factores ambientales, los cuales incluyen pH, disponibilidad de oxigeno, nivel de

sustratos especificos presencia de secreciones e interaccion bacteriana (Gomes y Malcata, 1999).

Cepa Efecto Clinico en Humanos

] Adherencia a las células intestinales, estimulacion de la respuesta
Lactobacillus GG ) y ) .
inmune, prevencion de la diarrea patogénica.

) ) - Prevencion de la diarrea del viajero, modulacién de la flora intestinal,
Lactobacillus johnsonii o ) ]
alivio de la intolerancia a la lactosa.

-~ ) ) Prevencion de la diarrea del viajero, tratamiento contra la diarrea viral
Bifidobacterium lactis ) ) y .
incluyendo rotavirus, modulacion de la respuesta inmune.

) o Modulacién de la flora intestinal, efectos positivos en tratamientos contra
Lactobacillus casei Shirota } o o oo
el cancer, disminucién de la actividad enzimatica en las heces fecales.

- Prevencion de la diarrea causada por antibiéticos, tratamiento contra la
Saccharomyces boulardii N o o
colitis causada por Clostridium difficile.

) Adherencia a las células intestinales humanas, modulacién de la flora
Lactobacillus plantarum ) )
intestinal.

] ) . Inhibiciébn de bacterias patégenas, adhesién a las células intestinales
Lactobacillus acidophilus
humanas.

Tabla 1. Microorganismos probiéticos cominmente utilizados en forma comercial (Ouwehand et al.,
1999)
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Cepa Efecto Clinico en Humanos

-~ ] Exclusion competitiva de Escherichia coli, inhibicion de E. coli de la
Bifidobacterium longum o ) )
superficie de la mucosa intestinal humana.

Lactobacillus reuteri Colonizacion del tracto gastrointestinal.
Lactobacillus bulgaricus Reduce o elimina los sintomas de intolerancia a la lactosa.
Bifidobacterium bifidum Reduce la duracion de la diarrea y aumenta la respuesta inmunologica.

Tabla 1 (continuacion). Microorganismos probidticos comunmente utilizados en forma comercial
(Ouwehand et al., 1999)

Lactobacillus casei Shirota (figura 2) es una bacteria 4cido lactica que se encuentra en muchos
productos: verduras fermentadas, carne y productos de leche fermentada. Ademas se encuentra
en el tracto intestinal y genital de animales y humanos. L. casei Shirota es una bacteria anaerobia
acido tolerante con un metabolismo fermentativo estricto con el acido lactico en mayores
cantidades como producto final, puede ser utilizada ampliamente en la industria por sus
propiedades probidticas como cultivos promotores de la salud (www.yakult.com). Metchnikof,
sugiri6 que algunos de los sintomas del metabolismo gastrointestinal enfermo podrian

neutralizarse a través de L. casei utilizando como medio el yoghurt (Saloff-Coste, 1997).

Algunos de los beneficios de el Lactobacillus casei Shirota son fortalecer la flora intestinal;
logrando mantenerla en equilibrio y con ello promover la regulacion de los movimientos
peristalticos (movimiento natural de los intestinos), ayudar a reducir las sustancias tdxicas
producidas por las bacterias putrefactivas, incrementar el nimero de bacterias benéficas en los
intestinos, disminuir los niveles altos de colesterol en sangre y estimular el sistema inmunoldgico

(www.yakult.com).

Figura 2. Lactobacillus casei Shirota (www.yakult.com)
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2.2.2. Mecanismos de Accioén

Una parte fundamental de la funcionalidad de las bacterias probidticas es estimular su
supervivencia y permanencia prolongada en el tracto gastrointestinal. En la actualidad se proponen

varios mecanismos de accion de los probioticos que pueden manifestarse de la siguiente manera:

« Disminucién en los sintomas de intolerancia a la lactosa, disminuyendo la concentracion de
la misma en leche fermentada por actividad de la lactasa bacteriana durante la
fermentacion y en el tracto intestinal.

e Disminucién en la duracion de diarrea en nifios y adultos y disminucién de infecciones
gastrointestinales mediante un efecto de barrera al evitar la colonizacion de la mucosa
intestinal por bacterias potencialmente patdgenas, ademas de la produccion de
compuestos antimicrobianos.

» Disminucion en los sintomas de dermatitis atipica y alergia a alimentos.

» Efecto inmunopromotor y propiedades antitumorales (Escalante, 2001).

Las bacterias probidticas pueden incrementar la resistencia contra los patdgenos intestinales
mediante mecanismos antimicrobianos. Estos incluyen la colonizacion competitiva y la produccion
de &cidos organicos, como los acidos lactico y acético, bacteriocinas y otros metabolitos primarios
como el peroxido de hidrégeno y el diéxido de carbono. La produccion de acidos organicos por las
bacterias probidticas disminuye el pH intestinal y por lo tanto se inhibe el crecimiento de
patdgenos. Estos acidos organicos incrementan los movimientos peristalticos, lo que de manera
indirecta remueve los patdégenos acelerando la velocidad con la que atraviesan el intestino. El
peréxido de hidrégeno producido puede funcionar a través del sistema lactoperoxidasa-tiocianato,
en el cual el peréxido de hidrogeno oxida el tiocianato para convertirlo en acido hidrocianico que es
perjudicial para los patdgenos. El didxido de carbono y el diacetil sintetizado por las bacterias acido
lacticas inhiben el crecimiento de patégenos. Numerosas bacteriocinas, como acidofilina,
lactobacilina, acidolina, lactocidina y lactolina muestran accion antagonica contra los patégenos
(Kailasapathy y Chin, 2000).

Las investigaciones en animales, humanos e in vitro se han enfocado principalmente en sus
posibles efectos hipocolesterolémicos (disminuir concentraciones de colesterol en sangre),

antimicrobianos e inmunomodulantes, asi como en su papel en la prevencién del cancer de colon a
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través de un consumo regular dando un acercamiento alternativo para asegurar el mantenimiento
bacteriano adecuado necesario para obtener el efecto probiético que se desea. Estudios in vivo,
con animales y humanos voluntarios, han demostrado que el consumo de bifidobacterias tiene un
efecto en la microflora del intestino. Cepas seleccionadas sobreviven al estomago y al transito
intestinal y llegan al colon en un numero abundante. La microflora intestinal es modificada
subsecuentemente, como se ha medido en forma directa por ensayos de numeracion fecal y

enzimatica, o indirectamente por la evaluacion del transito intestinal (Saloff-Coste 1997).

2.2.3. Metabolismo de las Bacterias Lacticas

Los lactobacilos tienen requerimientos para su crecimiento muy complejos. Requieren bajos
niveles de oxigeno, carbohidratos fermentables, proteinas, un gran namero de vitaminas del
complejo B, acidos grasos insaturados y minerales. Las bifidobacterias pueden crecer en medios
semisintéticos que contengan sélo lactosa, tres aminodacidos libres (cisteina glicina y triptofano),
muchas vitaminas y nucleétidos, lo que contrasta con los grandes requerimientos nutricionales de
los lactobacilos. Los lactobacilos fermentan glucosa a é&cido lactico en el caso de una
homofermentacion, o producen cantidades equimolares de &cido lactico y CO, en el caso de la
heterofermentacion (Gomes y Malcata, 1999). Las bacterias &cido lacticas producen acidos grasos
de cadena corta en diversas cantidades como productos metabdlicos, los cuales ejercen accion
antagodnica contra otros organismos (Fooks et al, 1999). Se ha sugerido que las bacterias &cido
lacticas tienen la habilidad de eliminar bacterias patégenas al convivir estrechamente con ellas ya
que producen sustancias antimicrobianas. La mayor parte de estas sustancias son acidos
organicos, especialmente lactico y acético. Pueden producir también perdxido de hidrégeno y
dioxido de carbono. Si las bacterias acido lacticas estan metabdlicamente activas durante su paso
a través de los intestinos, es muy probable que algunas de las sustancias mencionadas se
produzcan. Algunos indicadores de esto provienen de la observacion de que ciertas cepas
probidticas reducen el pH de las heces fecales, lo que indica la produccién de acidos organicos. La
produccibn de otros componentes antimicrobianos como diacetil, acido piroglutamico y

bacteriocinas, no es muy comun bajo condiciones in vivo (Ouwehand et al., 1999).

2.3. Simbidticos

La combinacion de prebidticos con probidticos se ha definido como simbiético, la cual podria

aumentar la supervivencia de las bacterias en su fase de transito intestinal y por tanto, aumentaria
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su potencialidad para desarrollar su funcion en el colon ya que se ha descrito un efecto sinérgico
entre ambos, es decir, los prebidticos pueden estimular el crecimiento de cepas especificas y por
tanto contribuir a la instalacion de una microflora bacteriana especifica con efectos benéficos para
la salud. Es responsabilidad de la microflora intestinal, fundamentalmente las bifidobacterias y los
lactobacilos, la produccion de &cidos grasos de cadena corta y acido lactico, como consecuencia
de la fermentacion de carbohidratos no digeribles. Estos productos disminuyen el pH en el colon
creando un ambiente donde las bacterias potencialmente patdégenas no pueden crecer y
desarrollarse. Los prebidticos constituyen el sustrato fundamental (el “alimento”) de las bacterias
probidticas (Cagigas, 2002). Esta claro que los probidticos y prebi6ticos son capaces de modificar
la composicion microbiana interna para volverla una comunidad mas sana. Esto ofrece un gran
potencial en el manejo de las enfermedades gastrointestinales (como la inhibicién de patégenos y
la prevencién del cancer de colon) y mas efectos sistémicos, por ejemplo, reduccién de colesterol

en sangre, regulacion hormonal, entre otras (Kailasapathy y Chin, 2000).

2. 4. Aparato Digestivo

El aparato digestivo (figura 3) suministra al humano un aporte continuo de agua, electrolitos y
nutrientes. Para ellos, son necesarios: 1) movimiento del alimento a través del tubo digestivo; 2)
secrecion de jugos digestivos y digestion de los alimentos; 3) absorcion de los productos
digestivos, del agua y de los diversos electrolitos; 4) circulacién de la sangre por los 6rganos
gastrointestinales para retirar las sustancias absorbidas, y 5) control de todas esas funciones por
los sistemas nervioso y hormonal. Cada parte se adapta a sus funciones especiales, algunas de
simple paso de alimento, tales como el esofago, otras de almacenamiento, como el estbmago, y

otras para su digestion y absorcion, como los intestinos (Guyton, 1992).
2.4.1. Funcionamiento
La absorcion y metabolizacion de las sustancias de la dieta y su transformacion posterior en

energia por la célula requiere la actuacion conjunta y coordinada de diferentes o6rganos,

principalmente:
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2.4.1.1. Boca
Esta constituida por los dientes, la lengua y las glandulas salivales. En ella se introduce el
alimento, debiéndose masticar, ablandar, prensar y finalmente deglutir. De esta manera el bolo de

alimento pasa al eséfago (www.saludalia.com).

2.4.1.2. Esofago
Es una estructura con forma de tubo de unos 20 cm de longitud, cuya funcion es basicamente

propulsar el bolo alimentario hasta la cavidad gastrica (estbmago) (www.saludalia.com).

2.4.1.3. Estbmago

Estructura en forma de bota que se encuentra a continuacién del eséfago. Esta "bota” esta cerrada
por arriba (cardias) y por abajo (piloro) por un esfinter. La funcién principal del estbmago es
almacenar el bolo alimentario. Cuando éste llega al estbmago, se mezcla con las secreciones
gastricas (acido, enzimas, moco) durante varias horas, dando lugar a un liquido denominado

quimo, que se eliminara al intestino de forma paulatina (www.saludalia.com).

2.4.1.4. Intestino delgado

Es el tramo mas largo del tubo digestivo, midiendo aproximadamente unos 6 metros de largo. Se
divide en tres partes: duodeno (la méas proximal), yeyuno (la porcion intermedia) e ileon (es la parte
mas distal y desemboca en el intestino grueso). Su mision es digerir ain mas los alimentos que le
llegan (quimo gastrico) a través de otras enzimas (pancreas, bilis), para finalmente absorber todos
los nutrientes y metabolitos de los alimentos ingeridos a lo largo de sus 6 metros de intestino
recubierto de vellosidades. Estos alimentos absorbidos en la pared del intestino delgado pasaran
directamente a la sangre, que mediante los vasos sanguineos alcanzar4d el higado

(www.saludalia.com).

2.4.1.5. Intestino grueso

Es la parte final del tubo digestivo, midiendo aproximadamente 1.5 metros de longitud. Se divide
en varias partes: ciego (donde desemboca el intestino delgado), colon (ascendente, transversal y
descendente) y recto/ano (parte final del tubo digestivo por la que se eliminan los residuos
alimentarios en forma de heces). La funcion fundamental del intestino grueso es absorber el

abundante liquido que llega hasta aqui, con lo que ayuda a dar consistencia a las heces (desechos
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de la alimentacion no absorbidos). En segundo lugar el recto cumple la funcion de almacenar las

heces hasta el momento en que se realice la defecacion (www.saludalia.com).
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Figura 3. Aparato Digestivo Humano (www.saludalia.com)
2.4.2. Microflora Intestinal

El intestino de los seres humanos es un ecosistema microbiano de una gran diversidad (figura 4).
Existen al menos 400-500 especies de bacterias presentes en la flora fecal humana, con
concentraciones de hasta 10™ microorganismos por gramo de heces. La flora intestinal endégena
contiene unas 10™ bacterias, es decir 10 veces mas que la suma de todas las células del cuerpo
humano. Las bacterias exdgenas, una vez que han sido ingeridas, circulan por el intestino y

constituyen la flora transitoria (Danone Vitapole, 2002).

Estos son los 4 principales grupos de bacterias que representan la microflora colénica y que se
encuentran presentes en las muestras de heces humanas: Bacteroides, Bifidobacterium,
Eubacterium y Peptostreptococcus en concentraciones de 10™ a 10 aproximadamente ufc/g.
Estos organismos se conocen como flora dominante. La flora subdominante o secundaria esta
compuesta por Streptococcus, Lactobacillus y en menor cantidad Enterococcus, Clostridium,

Bacillus y levaduras (de 10° a 108 ufc/g) (Danone Vitapole, 2002).
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Varias cepas de la flora intestinal tienen caracteristicas putrefactivas o patogénicas en diverso
grado; estos microorganismos también se denominan “bacterias patdgenas” y pueden producir
sustancias dafiinas para el huésped, especialmente algunas sustancias putrefactivas como
amoniaco, sulfuro de hidrégeno, aminas, fenoles, indoles y acidos biliares secundarios. Este es el
caso de Escherichia coli, una bacteria Gram-negativa, anaerobia facultativa, asociada a
enfermedades en muchas partes del cuerpo. La meningitis y la diarrea del viajero son algunas de
las enfermedades causadas por este microorganismo patégeno. Como parte de la microflora
intestinal tiene un papel fundamental en la digestion produciendo vitamina K a partir de los restos

de comida no digeridos en el intestino grueso (Danone Vitapole, 2002).

Los microorganismos que pertenecen a la flora intestinal enddégena ejercen una importante
influencia para mantener el estado adecuado de la comunidad microbiolégica. Diversos factores
vinculados al huésped, las bacterias y el entorno contribuyen a mantener una composicion
adecuada y un buen funcionamiento de la flora intestinal. A su vez, la flora intestinal produce una
amplia variedad de enzimas que cumplen una gran cantidad de funciones metabdlicas en el
intestino e influyen sobre la salud y la evolucion de las enfermedades del huésped (Danone
Vitapole, 2002).
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Figura 4. Microorganismos de la Microflora Intestinal Humana (Saxelin, 2002)
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2.4.3. Simulacién in vitro del tracto gastrointestinal

El interés por estudiar el comportamiento de las bacterias existentes en el aparato digestivo ha
llevado a especialistas a disefiar diversas formas de simular cada una de sus regiones. De
acuerdo a la tabla 2, cada autor disefia su propio simulador del ecosistema intestinal microbiano,

tratando de asemejarse lo mas posible a las condiciones existentes en esta parte del cuerpo:

Simulacién in vitro Condiciones de Simulaciéon

Desarrollo de un Reactor Se desarrolld un reactor de 5 camaras (figura 5) para simular el tracto
Multi-Camara para la  gastrointestinal humano; el intestino delgado consiste en dos vasos; mientras que
simulacion del el intestino grueso consiste en tres vasos. El reactor tuvo agitacion constante
Ecosistema Microbiano (150 rpm), la temperatura se mantuvo a 37°C. El pH de los vasos 2, 3,4y 5
Intestinal Humano. estuvo controlado entre 6.5y 7.0, 5.5y 6.0,6.0y 6.4y 6.4y 6.8 respectivamente.
(Molly et al., 1993)

El reactor consiste en seis vasos cerrados simulando las diferentes partes del
tracto gastrointestinal humano, conectado en serie en el siguiente orden: el
estdbmago, el duodeno, el intestino delgado, el colon ascendente, el colon
. y transversal y el colon descendente. La microflora residente en los diferentes
Reactor de Simulacion ) ) )
) vasos consiste en una mezcla de bacterias de origen humano. La temperatura se
del Ecosistema .
) ) ) mantuvo a 37°C. El pH de los tres ultimos vasos fue controlado entre 5.5 y 6.0,
Microbiano Intestinal _ o ) )
H 6.0y 6.4y 6.4y 6.8 respectivamente. El objetivo del estudio fue monitorear los
umano.

) cambios en la densidad de la poblacion de especies de bacterias seleccionadas
(Gmeiner et al., 2000)

en el intestino durante la suplementacion de L. acidophilus y un
fructooligosacarido. La adicion de ambos componentes, dio como resultado un
incremento en el nimero de bifidobacterias y un aumento en la produccién de

acidos grasos de cadena corta.

El sistema de cultivo continuo consiste en tres recipientes V1, V2 y V3 (figura 6)

] ] con pH de 5.5, 6.2 y 6.8 respectivamente. Cada fermentador se mantuvo con
Sistema Continuo de o _ . ) ) )
) agitacion bajo una atmoésfera de CO,. El medio de cultivo fue alimentado
Cultivo de Tres Etapas ) ) ) )
) mediante bombas peristalticas a cada uno de los fermentadores. El sistema fue
para el estudio del efecto ) _ o o
) . disefiado para reproducir espacial, temporal y fisicoguimicamente las
del tiempo de retencion o ] ]
) caracteristicas de la microbiota en el colon ascendente, colon transversal y
en Bacterias del Colon . ) . .
H descendente para estudiar el efecto del tiempo de retencidn en el catabolismo de
umano.

las fuentes de carbono. Los resultados muestran que la mayor parte de los
(Macfarlane et al, 1998)

carbohidratos se degradan en el colon ascendente y que la fermentacion de

aminoacidos aromaticos se ven afectados por el tiempo de retencion.

Tabla 2. Estudios de Simulacién in vitro del Tracto Gastrointestinal humano
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pH esnlrcl unlls

Figura 5. Simulacion In vitro del Tracto Gastrointestinal Humano: 1, alimentacion; 2, polvo
pancreatico; 3, reactor 1 (duodeno y yeyuno); 4, reactor 2 ileon; 5; reactor 3 (colon ascendente); 6,
reactor 4 (colon transversal); 7, reactor 5 (colon descendente); 8, efluente. Bombas a-d operadas en

semicontinuo; bombas e-g operadas en continuo. (Molly et al., 1993).

Controlador pH
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Figura 6. Sistema de Cultivo Continuo de Tres Etapas: V1, Colon Ascendente; V2, Colon Transversal;
V3, Colon Descendente (Macfarlane et al, 1998).
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2.4.4 Efecto de prebidticos en el crecimiento de los microorganismos probidticos

Existe evidencia cientifica de que algunos compuestos prebidticos promueven el crecimiento de
bifidobacterias y lactobacilos en el colon (Kneifel, et al. 2000). Se ha reportado que muchos
oligosacéridos poseen actividad prebidtica, estos datos se obtienen siempre de estudios en los que
el oligosacarido es comparado con un placebo en estudios in vitro o en estudios con humanos; en
un estudio en el que se monitorea por 24 horas el crecimiento de diferentes bacterias probiéticas
en diferentes prebidticos, se obtuvo que todos los prebidticos utilizados incrementaron el nimero
de bifidobacterias y lactobacilos. Los xilooligosacéridos y la lactulosa incrementan el nimero de
bifidobacterias, mientras que los fructooligosacaridos producen las poblaciones mas altas de
lactobacilos (Rycroft et al, 2001). Como se muestra en la tabla 3, la 2-4 galactosil-lactosa es
utilizada selectivamente por varias cepas de bifidobacterias y lactobacilos, resultados similares se

obtienen con lactulosa en experimentos in vitro (Sako, 1999).

No. de Glucosa  4’galactosil-
Cepas (control) lactosa Lactulosa
Bifidobacterium adolescentis 3 ++ ++ ++
Bifidobacterium bifidum 6 ++ ++ ++
Bifidobacterium breve 3 ++ ++ ++
Bifidobacterium infantis 2 ++ ++ ++
Lactobacillus acidophillus 2 ++ ++ ++
Lactobacillus casei 2 ++ ++ ++
Lactobacillus gasseri 1 ++ ++ ++
Lactobacillus salivarus 2 ++ ++ ++
Bacteroides fragilis 2 ++ ++ ++
Clostridium difficile 1 ++ - -
Enteroccocus fecalis 3 ++ - +
Escherichia coli 6 ++ - +-

Tabla 3 Crecimiento de bacterias: ++: igual a glucosa; +: menos que en glucosa; +-: crecimiento

escaso; -: sin crecimiento (Modificada de Sako, 1999).
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3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el crecimiento de bacterias probidticas en presencia de coliformes utilizando prebiéticos

como agentes selectivos.

4. MATERIAL Y METODOLOGIA

4.1. Microorganismos

Se utilizaron cepas de Lactobacillus casei Shirota aislada de Yakult y Escherichia coli (cepa
silvestre), las cuales se mantuvieron por propagacion en leche descremada y agar nutritivo
respectivamente. Los cultivos son almacenados a 4°C.

Los cultivos fueron resembrados antes de ser usados en cada experimento. Lactobacillus casei
Shirota se crecié en 50 mL de caldo MRS a 35°C durante 24 horas. Escherichia coli se crecié en
50 mL de caldo nutritivo a 35°C durante 24 horas.

4.2 Simulacion del Ecosistema Intestinal Microbiano Humano

La simulacion consistio en la utilizacion de recipientes cerrados para las diferentes partes del tracto

gastrointestinal con las condiciones indicadas en la tabla 4.

Tiempo de

Regién Simulada Condiciones Residencia (h)

Temperatura 37°C; pH 7.2;

Intestino Delgado agitacién 150 rpm. 4
Colon Ascendente Te_mp<_e,ratura 37°Ci pH 5.5, 8
agitacion 150 rpm.

Colon Transversal Te.mpgratura 37°C, pH 6.2 12
agitacion 150 rpm.

Colon Descendente Temperatura 37°C, pH 6.8; 10

agitacion 150 rpm.
Tabla 4. Condiciones de Simulacion (Modificadas de Macfarlane et al., 1998).

Las regiones del aparato digestivo se simularon por separado dando continuidad al experimento

mediante la transferencia de un indculo de 1 mL de medio de cultivo de region en region.
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El medio para el crecimiento fue preparado tomando como base el medio descrito por Molly et al
(1993). El medio contenia en (g/L): glucosa, 0.4; extracto de levadura, 3; proteosa-peptona, 1;
NaHCOs;, 0.4; NaCl, 0.08; K;HPQy, 0.04; KH,PO,, 0.04; CaCl,, 0.008; MgS0O,4+ 7H20, 0.008; Tween
80, 1ImL/L. El pH inicial del medio fue de 7.1-7.2 y se ajusto al pH correspondiente para cada

region con soluciones de HCI 0.1 N.

4.3. Cuantificacion del crecimiento microbiano

El fermentador (50mL) se inoculd con cultivos de Lactobacillus casei Shirota y Escherichia coli. El
medio control contenia glucosa, mientras que el medio de prueba contenia Oligomato 55" como
fuente de carbono. Las muestras se tomaron periédicamente para determinar el ndmero de
organismos viables en el tiempo de incubacion determinado para cada parte del tracto

gastrointestinal simulada.

4.3.1. Enumeracion de Bacterias

Se prepararon diluciones seriales de cada muestra utilizando agua peptonada al 0.5%; de 10™ a
107 y 10" a 10°® para el intestino delgado y el colon ascendente respectivamente, y de 10" — 10™*°
para el colon transversal, y 10" — 10™ para el colon descendente. Con medios selectivos, se
empled la técnica de siembra en placa (Agar EMB) y siembra en placa vertida (Agar MRS: caldo
MRS + 2% de Agar Bacteriologico) para Escherichia coli y Lactobacillus casei Shirota

respectivamente. Las placas fueron incubadas a 35°C por 24 horas.

4.3.2. Andlisis Estadistico

Para el analisis de los resultados, se llevo a cabo un Analisis de Varianza (ANOVA) utilizando el

software estadistico NCSS (2001) para cada una de las regiones simuladas.
5. RESULTADOS
Se realizé una fermentacion de 32 horas de duracion, en la cual se simularon el intestino delgado,

el colon ascendente, el colon transversal y el colon descendente en las condiciones reportadas en

la tabla 4. Los resultados del experimento se expresan a través del numero de unidades
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formadoras de colonias/mL (ufc/mL) mediante la siembra en placa (figuras 7 y 8) de cada uno de

los microorganismos estudiados.

Fig. 7 Colonias de Lactobacillus casei Shirotaen Fig. 8 Colonias de Escherichia coli en Agar EMB
Agar MRS.

5.1. Intestino Delgado

En una fermentacion con una duracion de 4 horas, se llevo a cabo la simulacion del intestino
delgado; el medio de cultivo control con glucosa como fuente de carbono tuvo un pH inicial de 7.2
y un pH final de 7.0; el medio de cultivo con Oligomato 55" tuvo un pH inicial de 7.2 y un pH final
de 6.0. El nimero inicial de ufc/mL para Lactobacillus casei Shirota fue de 6x10’ en glucosa (figura
9) y de 3x10’ en oligomato (figura 10), mientras que el nimero de ufc/mL final fue de 1.85x10° y

4.75x10° en glucosa y oligomato respectivamente.

Para el caso de Escherichia coli el nimero de ufc/mL inicial fue de 1.3x10" y el final de 3x10% y de
5x10° ufc/mL iniciales y 3x10° al final, para glucosa y oligomato. El anélisis estadistico muestra que
en el caso del crecimiento en glucosa, existen diferencias significativas (o < 0.05) entre ambos
microorganismos para los tiempos 3 y 4 de la fermentacion; en el caso del medio de cultivo con
Oligomato 55", las diferencias se presentan desde las dos horas de iniciada la fermentacion. De
igual forma se observa que el crecimiento de Lactobacillus casei Shirota fue mayor en Oligomato

55" que en glucosa.
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Crecimiento en Glucosa
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Fig. 9 Crecimiento de E. coliy L. casei Shirota en el Intestino Delgado.

Crecimiento en Oligomato
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Fig. 10 Crecimiento de E. coli y L. casei Shirota en el Intestino Delgado.

5.2. Colon Ascendente

El nimero de ufc/mL de Lactobacillus casei Shirota fue de 6x10” al inicio y 9x10° al final de la
fermentacion con una duracion de 8 horas en el medio con glucosa (figura 11), para el caso del
medio con Oligomato 55" (figura 12) el ndmero inicial de ufc/mL fue de 1.05x10° y el final
de3.4x10°. El medio con glucosa u Oligomato 55" tiene un pH inicial de 5.5; el pH final del medio
fue de 5.0 y 4.0 para glucosa y Oligomato 55" respectivamente. El nimero inicial de ufc/mL de
Escherichia coli fue de 4x10° en glucosa y 8x10° en Oligomato 55"; el nimero final de ufc/mL fue

de 9x10” en glucosa y 1.3x10° en Oligomato 55". De acuerdo al andlisis estadistico, existen
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diferencias significativas (a < 0.05) entre el crecimiento de ambos microorganismos para ambas
fuentes de carbono en los tiempos 4, 6 y 8 de la fermentacion. El crecimiento de Lactobacillus

casei Shirota fue mayor en el medio que contiene Oligomato 55".

Crecimiento en Glucosa
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Fig. 11 Crecimiento de E. coliy L. casei Shirota en el Colon Ascendente.
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Fig. 12 Crecimiento de E. coliy L. casei Shirota en el Colon Ascendente.

5.3 Colon Transversal

Se realiz6 una fermentacion de 12 horas para simular el colon transversal de la cual se obtuvo el
nimero de ufc/mL para cada medio y microorganismo estudiado. El numero de ufc/mL para
Lactobacillus casei Shirota fue de 2x10" al inicio y de 1.5x10" al final de la fermentacién con

glucosa y de 6.95x10’ al inicio y 5.5x10" al final de la fermentacién con Oligomato 55" (figuras 13
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y 14). De la misma manera se obtuvo el nimero de ufc/mL para Escherichia coli siendo de 3x10°y
3.3x10° en glucosa y oligomato respectivamente para el inicio de la fermentacion y de 7x10" y
3.2x10° al final de la misma. El andlisis estadistico muestra diferencias significativas (a < 0.05)
entre ambos microorganismos para los tiempos 10 y 12 en glucosa y para los tiempos 8, 10 y 12

en Oligomato 55". El mayor crecimiento fue el de Lactobacillus casei Shirota en Oligomato 55".
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Fig. 13 Crecimiento de E. coli y L. casei Shirota en Colon Transversal.

Crecimiento en Oligomato
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Fig. 14 Crecimiento de E. coliy L. casei Shirota en el Colon Transversal.

5.4 Colon Descendente

Para simular el colon descendente, se realizé una fermentacién de 10 horas de la cual se obtuvo el

nimero de ufc/mL para cada medio y microorganismo estudiado. El numero de ufc/mL para
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Lactobacillus casei Shirota fue de 3.5x10’ al inicio y de 3.5x10™" al final de la fermentacién con
glucosa (figura 15) y de 7x10’ al inicio y 1.1x10* al final de la fermentacién con Oligomato 55"
(figura 16). De la misma manera se obtuvo el nimero de ufc/mL par Escherichia coli siendo de
3.5x10° y 1.3x10’ en glucosa y Oligomato 55" respectivamente para el inicio de la fermentacion y
de 9x10" y 2.6x10® al final de la misma. El andlisis estadistico muestra diferencias significativas (o
< 0.05) entre ambos microorganismos para los tiempos 8 y 10 en glucosa y para los mismos
tiempos en Oligomato 55". El mayor crecimiento fue el de Lactobacillus casei Shirota en Oligomato
55"
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Fig. 15 Crecimiento de E. coli y L. casei Shirota en el Colon Descendente.

Crecimiento en Oligomato
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Fig. 16 Crecimiento de E. coli y L. casei Shirota en el Colon Descendente.
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5.5 Comparacion del Crecimiento en las Regiones Simuladas

En la figura 17, se observa el crecimiento de los microorganismos estudiados con los medios de
cultivo con ambas fuentes de carbono; para el caso de E. coli en las dos fuentes de carbono
(glucosa y Oligomato 557) el crecimiento se mantiene muy constante para todas las regiones; es
decir, el namero de ufc/mL no aumenta durante el transcurso de la fermentacion de 32 horas,
incluso cuando se llega a colon ascendente el niumero de ufc/mL en glucosa disminuye. Contrario
al comportamiento de E. coli, el crecimiento de L. casei Shirota disminuye en el colon ascendente
siendo esta region la que presenta el menor crecimiento (ufc/mL), pero aumenta para las dos
ultimas regiones (colon transversal y descendente) siendo significativamente diferente en la dltima
region para ambas fuentes de carbono glucosa y Oligomato 55", siendo éste ultimo en el cual se

observa el mayor crecimiento.

Comparacién Glucosa vs Oligomato
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Fig. 17 Comparacion de crecimiento de E. coli y L. casei Shirota en diferentes sustratos.
Glucosa (G) y Oligomato (O). ID: Intestino Delgado; CA: Colon Ascendente; CT: Colon Transversal;

CD: Colon Descendente; G: Glucosa; O: Oligomato.

La figura 18 muestra el comportamiento de cada microorganismo en las regiones simuladas; se
observa claramente la diferencia en el crecimiento de L. casei Shirota que sobresale en todas las
regiones, tanto para glucosa como para Oligomato 55°, siendo siempre mayor el nimero de

ufc/mL en este ultimo.
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Comparaciéon Glucosa vs Oligomato
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Fig. 18 Comparacion de crecimiento de E. coli y L. casei Shirota cada regién simulada del tracto
gastrointestinal en diferentes sustratos.

G: Glucosa; O: Oligomato.

5.6 Velocidad de Crecimiento

La tabla 5 muestra las velocidades de crecimiento para cada uno de los microorganismos en las
regiones simuladas; se observa que la velocidad de crecimiento de L. casei Shirota se incrementa
en el medio que contiene Oligomato 55" como fuente de carbono en todas las regiones; el

comportamiento de E. coli no muestra una tendencia clara.

Intestino Colon Colon Colon
Delgado Ascendente Transversal Descendente
Microorganismo Velocidad de Crecimiento p (min-1)
E. coli (Glucosa) 0.0132 0.0142 0.0235 0.0166
E. coli (Oligomato) 0.0193 0.013 0.0173 0.0131
L. casei Shirota
0.0157 0.0088 0.0199 0.0178
(Glucosa)
L. casei Shirota
0.0214 0.0148 0.0211 0.0245

(Oligomato)

Tabla 5. Velocidad de Crecimiento
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6. DISCUSION

Si se comparan las gréaficas de crecimiento en glucosa y Oligomato 55", se observa que el
crecimiento de Lactobacillus casei Shirota se incrementa utilizando el Oligomato 55° como fuente
de carbono; esto se observa a través del aumento en el numero de unidades formadoras de
colonias/mL en cada una de las regiones simuladas. El crecimiento de E. coli tiene un
comportamiento diferente al del Lactobacillus casei Shirota ya que el ndmero de ufc/mL
permanece practicamente constante, alrededor de 4.0x10° para el caso de Oligomato 55" y de
1.00x10° para glucosa. Un efecto adicional asociado con un mayor crecimiento de Lactobacillus
casei Shirota es la disminucién del pH final del medio de cada regién cuando se utiliza oligomato
como fuente de carbono mientras que para glucosa, el pH es muy similar al inicial. Gofii (2000)
reporta que con la fermentacién de prebioticos, se producen AGCC, baja el pH y disminuye la
proliferacion de bacterias perjudiciales. De lo anterior se puede explicar el hecho de que el nimero
de ufc/mL de Escherichia coli no aumente con el paso del tiempo. De acuerdo a lo reportado por
Escalante (2001) de que en estudios controlados en los que los oligosacaridos transgalactosilados
fueron administrados a ratas con intestinos colonizados con flora bacteriana humana, se observo
gue los niveles de bifidobacterias y lactobacilos se incrementaron significativamente, disminuyendo
niveles de enterobacterias, o que explica el aumento en el crecimiento de Lactobacillus casei
Shirota. El andlisis estadistico de cada regién por separado, muestra que para el intestino delgado
existen diferencias significativas entre el crecimiento de ambos microorganismos a las 4 horas de
la fermentacion. De igual forma, se observa que existe diferencia entre el nUmero de unidades
formadoras de colonias/mL de Lactobacillus casei Shirota cuando crece en glucosa y en Oligomato
55", siendo éste Ultimo en el gue el numero de ufc/mL es mayor. Para el colon ascendente, el
andlisis arroja un resultado muy similar al de la regién anterior, después de las 4 horas de
fermentacion y hasta el final de la misma, existe diferencia entre ambos microorganismos en las
dos fuentes de carbono, la diferencia es que el mayor nimero de ufc/mL en glucosa es hasta las 8
horas de fermentacién, mientras que para el Oligomato 55” el mayor nimero de ufc/mL se
presenta a las 4 horas disminuyendo durante las 4 horas siguientes; sin embargo, a pesar de esta
disminucién, el mayor nimero de ufc/mL se presenta en el medio con Oligomato 55; esto con
respecto al crecimiento de cada microorganismo en ambas fuentes de carbono, al igual que para el
intestino delgado en donde no existe diferencia significativa en el crecimiento de E. coli. Para tratar
de explicar la disminucién en el nUmero de ufc/mL que se presenta en el colon ascendente se

calcularon las velocidades de crecimiento para ambos microorganismos en cada una de las
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regiones y para cada uno de los sustratos; como se observa en la tabla 5, la velocidad de
crecimiento en glucosa de L. casei Shirota es muy baja en comparacion con el resto de sus
velocidades en las otras regiones, por lo tanto, haciendo referencia a lo reportado por Wang y
Gibson, 1993: la velocidad de crecimiento de las bacterias &cido lacticas disminuye conforme
disminuye el pH, obteniendo las velocidades més altas a pH de 7.0 y las més bajas a 5.0, dejando
de observarse crecimiento a pH de 4.0, asi se explica que el crecimiento en el colon ascendente
con pH de 5.5 sea menor, aunque se observa un aumento de la velocidad cuando el medio de
cultivo contiene Oligomato 55, pero de igual forma, es en esta region en la que la velocidad es la
mas baja aun con esta fuente de carbono. En el colon transversal, la diferencia entre ambos
microorganismos es significativa para el tiempo 10 y 12h de la fermentacién en glucosa y para los
tiempos 8, 10 y 12h en Oligomato 55", siendo en éste en donde se presenta el mayor nimero de
ufc/mL. Al igual que en las dos regiones anteriores, existe diferencia significativa en la
comparacion del crecimiento de L. casei Shirota en ambas fuentes de carbono, siendo mayor el
crecimiento en Oligomato 55°. En la dltima regioén, el colon descendente, existen diferencias
significativas para los tiempos 8 y 10h de cada fermentacién, manteniéndose la caracteristica de
que el mayor numero de ufc/mL es de L. casei Shirota, como en el colon transversal, existen
diferencias en el crecimiento del mismo microorganismo entre ambas fuentes de carbono, y el

nimero de ufc/mL de L. casei Shirota es mayor en Oligomato 55" que en glucosa.

7. CONCLUSIONES

El Oligomato 55" mostré un efecto de estimulacién sobre el crecimiento de Lactobacillus casei

Shirota cuando este se encuentra en un medio combinado con Escherichia coli.

El efecto de estimulacion que ejerce el Oligomato 55" sobre el crecimiento se present6 en cada
una de las regiones simuladas, manifestandose a través de un mayor numero de ufc/mL de
Lactobacillus casei Shirota que de Escherichia coli.

El oligomato no ejercio un efecto de estimulacién sobre el crecimiento de Escherichia coli.

Bajo las condiciones establecidas para la simulacion, no se observd disminucién en el nimero de

ufc/mL de Escherichia coli el cual permanece constante en todas las regiones simuladas.
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