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RESUMEN

Los B-glucanos de cereales son polisacaridos que presentan diversas
bioactividades. Son capaces de estimular el sistema inmune, modificar los
niveles de colestrol, estimular el crecimiento de probidticos, entre otros. Por
otro lado, los péptidos bioactivos derivados de las proteinas de la leche son
producidos por bacterias probidticas como L. rhamnosus GG. Es por ello que,
hay un interés en la busqueda de métodos para aumentar la produccién de
péptidos debido a su alto valor de diversas bioactividades: antihipertensiva,

inmunomoduladora, antimicrobiana, entre otras.

Para este estudio, se realizd la extraccion del B-glucano a partir de las tres
fracciones obtenidas después de la molienda del grano de avena: cascarilla,
sémola y harina. La mayor concentracién de B-glucano se encontré en la
sémola cuando se realizd una extraccidon por solubilizaciéon en agua. Este
resultado se comparé con el método de extraccidon con inactivacion
enzimatica. Con éste método se obtuvo un aumento en el rendimiento de
extracciéon y fue asi que se realizaron experimentos dictados por un disefio
experimental. El disefio experimental usado fue uno 22 compuesto, con puntos
estrella para evaluar el efecto de la concentracion del indculo y de B-glucano,
en el crecimiento y la actividad proteolitica de L. rhamnosus GG. Al final, se
aplicé la metodologia de superficies de respuesta para la optimizacion del

crecimiento y de la actividad proteolitica.

Los resultados demostraron que las condiciones dptimas para el crecimiento
de L. rhamnosus GG y para la actividad proteolitica fueron de 20 g/L de B-
glucanoy 4% de inéculo inicial. De esta manera se demostré que la adicién de
un prebidtico como el B-glucano de avena en leche, favorecen el crecimiento
de L. rhamnosus GGy activan la capacidad proteolitica del probidtico durante

un proceso de fermentacién.



ABSTRACT

Cereal B-glucans are polysaccharides with diverse bioactivities. They are
capable of stimulating the immune system, modifying cholesterol levels,
stimulating the growth of probiotics, among others. On the other hand,
bioactive peptides derived from milk proteins to bioactive peptides by
probiotic bacteria such as L. rhamnosus GG from milk proteins, has been
widely studied. That is why, there is an interest in the search for methods to
increase the production of peptides due to its high value of various
bioactivities: antihypertensive, immunomodulatory, antimicrobial, among

others.

For this study, the extraction of B-glucan was carried out from the three
fractions obtained after grinding the oat grain: husk, semolina and flour. The
highest concentration of B-glucan was found in the semolina when an
extraction by solubilization in water was carried out. This result was compared
with the enzyme inactivation extraction method. With this method, an increase
in the extraction yield was obtained and thus experiments dictated by an
experimental design were carried out. The experimental design used was a
compound 22, with star points to evaluate the effect of the inoculum and B-
glucan concentration on the growth and proteolytic activity of L. rhamnosus
GG. At the end, the response surface methodology was applied to optimize

growth and proteolytic activity.

The results showed that the optimal conditions for the growth of L. rhamnosus
GG and for the proteolytic activity were 20 g / L of B-glucan and 4% of initial
inoculum. In this way, it was shown that the addition of a prebiotic such as oat
B-glucan in milk, favors the growth of L. rhamnosus GG and activates the

proteolytic capacity of the probiotic during a fermentation process.




1. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

1.1 Probiéticos

La diversidad de la microbiota intestinal, su equilibrio y las interacciones entre
todos los microorganismos presentes, son importantes para mantener una
buena salud no solo intestinal, sino que también este equilibrio participa en el
mantenimiento del sistema inmune. Por ello, el estudio del papel de los
probidticos tanto en la salud como en el efecto de los factores que alteran el
ambiente gastrointestinal sobre ellos, ha sido tema de estudio en los Ultimos

anos (Castafieda-Guillot, 2018).

En principio, la palabra probidtico se deriva del latin “pro” que significa “en
favor de” y del griego "bios” que significa vida, sin embargo, ha tenido
diferentes significados a lo largo de la historia. Lilley y Stitwell en 1965
utilizaron el término para describir sustancias secretadas por un
microorganismo que estimulaba el crecimiento de otro. Sperti en 1971
describié a los probidticos como extractos de tejido que estimulaban el
crecimiento microbiano. Pero no fue sino hasta 1974 que se utilizé la siguiente
definicién: “Organismos y sustancias que contribuyen al balance microbiano
intestinal”. Fuller en 1989, al intentar mejorar la definicién, describié a los
probidticos como suplementos microbianos que afectan benéficamente al

huésped mejorando su balance microbiano intestinal (Fuller, 2012).

Una definicién mas reciente es la que proponen Guarner et al. (2017) quienes
mencionan que los probidticos son microorganismos vivos que confieren un
beneficio a la salud cuando se les administra en cantidades adecuadas,
definicién que utiliza la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), organismo
cuyo objetivo es que toda la humanidad goce de buena salud a través de la
promocion, vigilancia y regulacion de los sistemas sanitarios, alimenticios y

médicos.

Sin embargo, se ha demostrado que de igual forma, si se consumen los
probidticos inactivados o extractos libres de células con los metabolitos

derivados de las bacterias también tienen efectos benéficos a la salud




(Zendeboodi et al., 2020), por lo que, el término “probidtico” también tendria

que tener en cuenta a las células muertas.

En la tabla 1 se enlistan algunos de los microorganismos que se han usado

como probidticos.

Tabla 1. Microorganismos probidticos
(Adaptada de Zendeboodi et al., 2020)

Género

Lactobacillus
Bifidobacterium
Propionobacterium
Pediococcus
Leuconostoc

Streptococcus

Saccharomyces

Especies
L. plantarum, L. paracasei, L. acidophilus, L. casei, L.
rhamnosus, L. crispatus, L. gasseri, L. reuteri, L.
bulgaricus
B. adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B. infantis, B.
lactis, B. longum, B. catenulatum
P. jensenii, P. freudenreichii
P. acidilactici
Lc. lactis subsp. cremoris, Lc. mesenteroides
S. oralis, S. uberis, S. rattus, S. salivarius, S. sanguis, S.
mitis, S. thermophilus

S. cerevisiae, S. boulardii

Para que un microorganismo pueda ser clasificado como probidtico debe

presentar las siguientes caracteristicas (Castaneda-Guillot, 2018):

1
2

No patégeno

4
5
6

Capacidad de supervivencia a través del tracto digestivo

Colonizacidén en el tracto intestinal

)
)
3) Adherencia al epitelio intestinal
)
) Produccidn de sustancias antimicrobianas
)

Estabilidad en forma de polvo, liquido o en alimentos

En principio, cualquier microorganismo de la microbiota intestinal podria ser

candidato para convertirse en probidtico, ya que todos ellos contribuyen

potencialmente a generar los beneficios que otorga el conjunto. Sin embargo,




en la préactica los probidticos pertenecen fundamentalmente a tres grupos
microbianos: los lactobacilos, las bifidobacterias y las levaduras. Estos géneros
se caracterizan porque son capaces de colonizar la mucosas intestinal y son
inocuos, clasificados como GRAS (Generally Recognized as Safe) por la FDA
(Food and Drug Administration) de los Estados Unidos. Las cepas mas
utilizadas para la produccién segura de alimentos fermentados como el yogurt

o el queso, pertenecen a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium.

A pesar de que las cepas probidticas sean consideradas GRAS, es
recomendable realizarles los siguientes analisis antes de ser utilizadas para la

producciéon de alimentos (Sanz et al., 2003).

a) Resistencia a los antibidticos

b) Identificacion de actividades metabdlicas perjudiciales, por ejemplo, la
produccion de acido D-lactico, que en seres humanos puede causar acidosis
y descalcificacion

c) Estudios epidemioldgicos sobre posibles efectos adversos en los
consumidores

d) Determinacion de la produccidn de toxinas y capacidad hemolitica

e) Ausencia de infectividad en animales inmunodeprimidos

Segun la Asociacién Cientifica Internacional para los Probidticos y Prebidticos,
el espectro de los productos y preparaciones que pueden considerarse como
probidticos es muy amplio y abarca desde farmacos, alimentos de usos
médicos especiales (nutricidon enteral con probidticos), alimentos probidticos
(leches fermentadas, yogurt y quesos con estudios que demuestren un
beneficio sobre la salud), férmulas infantiles (leches en polvo) y probiéticos de

administracién no oral (vaginales).

Para que un microorganismo sea considerado probidtico es necesario contar
con estudios en humanos que demuestren los beneficios directos sobre la

salud (Olveira y Gonzélez-Molero, 2016).



1.1.1 Aplicaciones en tratamientos alternativos de los probiéticos

El efecto de los probidticos se ha demostrado en afecciones intestinales en
ninos y adultos tales como: 1) diarrea aguda infecciosa (de causa viral,
bacteriana o parasitaria); 2) diarrea persistente y diarrea asociada con
antibidticos; 3) enfermedades inflamatorias intestinales; 4) enterocolitis
necrosante en nifios prematuros; 5) sindrome del intestino irritable. También
se ha estudiado su efecto en el tratamiento de otras afecciones: alergia
intestinal, eczema de la piel, osteoporosis, infeccién géstrica por Helicobacter
pylori, salud urinaria y vaginal, célico del lactante, enfermedad diverticular no
complicada y en la salud de la cavidad bucal, en especifico en la enfermedad

periodontal y la halitosis (Castafneda-Guillot, 2018).

Johnston et al. (2011) realizaron un estudio en 3432 nifos que tomaron
antibidticos. Durante el estudio se administraron diferentes probidticos, solos
o combinados a diferentes dosis (Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp,
Streptococcus spp o Saccharomyces boulardi) para prevenir diarrea asociada
a antibidticos. El estudio demostré que solo el 9% de pacientes del grupo
tratado con probidticos presentd diarrea, mientras que en el grupo control,
18% presentd este sintoma asociado al consumo de antibiéticos. También se
observé que el efecto de los probidticos fue mayor en aquellos que recibieron
altas dosis, donde solo el 8% se enfermaron de diarrea, mientras que en el
grupo control, 22% de los pacientes presentaron la enfermedad. Candela et
al. (2008) demostraron que probidticos como Bifidobacterium longum Bar33,
Bifidobacterium lactis Bar30, Lactobacillus acidophilus Bar13 y Lactobacillus
plantarum Bar10 inhibieron la adhesién de Salmonella typhimurium 'y
Escherichia coli H10407 a las células Caco-2, al competir por los sitios de

adhesion en la capa de enterocitos donde colonizan las bacterias patdgenas.

En 2013, Jacobs et al. estudiaron el efecto de la administracion combinada de
Bifidobacterium infantis, Streptococcus thermophilus, y Bifidobacterium lactis
en el tratamiento contra la enterocolitis necrosante en lactantes. Estos autores
encontraron que se redujo significativamente la enfermedad en el grupo con

el tratamiento comparado con el grupo control (reincidencia de 2% y 4.4%,




respectivamente) sin encontrar diferencias significativas entre las

combinaciones aplicadas.

Ferrer et al. (2017) estudiaron el efecto de la terapia convencional con
bromuro de pinaverio en comparacién con la misma terapia adicionada con L.
acidophilus y L. bulgaricus en el tratamiento del sindrome de intestino irritable.
El 36% de los individuos del grupo al que se le administré el tratamiento con
probidticos presentd una disminucion de dolor abdominal, mientras que en el

grupo control solo el 7.6% de los pacientes reportaron mejoria.

1.1.2 Mecanismo de accién de bacterias probioéticas sobre bacterias

patégenas

Se han propuesto varios mecanismos de accién en la efectividad de los
probidticos para mejorar la resistencia del huésped contra microorganismos
patdgenos (Castro y De-Rovetto, 2006).

1. Producen sustancias antimicrobianas. El 4cido lactico, el perdoxido de
hidrégeno, el diacetilo y las bacteriocinas, reducen el nimero de células
viables de microorganismos patégenos, afectan el metabolismo
bacteriano y pueden tener un efecto sobre la produccién de toxinas. En
la industria alimentaria, las cepas probidticas se utilizan como
conservadores biolégicos, en particular por la produccién de
bacteriocinas que ejercen accidn antibacteriana y con ello, contribuyen
a la prevencién de la descomposicion de los alimentos.

2. Aumentan la resistencia a la colonizacién. Compiten con patégenos por
los sitios de adhesién en la superficie del epitelio intestinal. Algunas
cepas han sido seleccionadas por su habilidad de adherencia a las
células epiteliales, tal es el caso de algunos Lactobacillus spp.

3. Compiten por nutrientes. Los probidticos pueden utilizar los nutrientes
consumidos por microorganismos patégenos.

4. Estimulan la respuesta inmune. Evidencias recientes sugieren que la
estimulacién de la inmunidad innata y adquirida protegen contra las

enfermedades intestinales. Estos microorganismos pueden alertar al



sistema inmune y favorecer la accién en contra de agentes infecciosos a
través de la estimulacion de la produccién de inmunoglobulina A, la

activacion de macréfagos y el incremento del interferén gamma.

Los probidticos producen beneficios que van mas alld de la resistencia a la
colonizacién por microorganismos patégenos, que se enlistan a continuacion

(Olveiray Gonzélez, 2016):

= Mecanismos muy frecuentes (comunes a la mayoria de los probiéticos):
e Producciéon de éacidos grasos de cadena corta (acidificacion del
medio).
e Regulacion del transito gastrointestinal.
e Regularizacién y estabilizacién de la microbiota intestinal.
e Aumento de la regeneracion de enterocitos.
e Exclusién competitiva de patégenos.
e Accion antioxidante
= Mecanismos frecuentes comunes a determinadas especies:
e Sintesis de vitaminas.
e Antagonismo directo frente a otras bacterias.
e Reforzamiento de la barrera intestinal.
e Metabolismo sobre las sales biliares.
e Neutralizacion de carcinégenos.
e Produccién de exopolisacéaridos.
= Mecanismos raros especificos de algunas cepas
e Efectos neuroldgicos.
e Efectos inmunoldgicos.
e Efectos endocrinos.

e Produccidn de sustancias bioactivas.

En la tabla 2 se muestran ejemplos de probidticos segin algunos de los

mecanismos de accidn arriba mencionados.



Tabla 2. Clasificacidn de los probidticos por mecanismos de accién
(Adaptada de Chugh, & Kamal-Eldin, 2020)

Mecanismo de accién Especies
Produccion de bacteriocinas Lactobacillus  lactis  subsp. Lactis,
Leuconostoc gelidum, Enterococcus
faecium, Lactobacillus acidophilus,

Lactobacillus helveticus

Mejora de funciones B. adolescentis, B. animalis, B. bifidum,

metabdlicas e inmunolégicas B. infantis, B. lactis, B. longum, B.
catenulatum

Produccién de vitaminas Propionibacterium shermani,

Lactobacillus reuteri, Bacillus subtilis
Actividad antioxidante Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus.

delbrueckii

subsp. bulgaricus, Lactobacillus casei,

Lactobacillus paracasei, Lactobacillus

rhamnosus, Lactobacillus fermentum,

Streptococcus thermophilus,
Bifidobacterium animalis,
Bifidobacterium breve, and

Bifidobacterium longum
Produccion de exopolisacaridos L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L.

rhamnosus

En la figura 1 se representa el mecanismo de accién de los probidticos en el
intestino para manifestar su efecto benéfico. Se incluyen funciones de barrera,
modulacién de la mucosa, produccién de sustancias antimicrobianas vy
alteracién de la microbiota intestinal, con algunos de los mecanismos de

accidn arriba mencionados.
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Figura 1. Mecanismos de accién de probidticos

(Adaptado de Ewaschuk & Dieleman, 2006).

1.1.3 Lactobacillus rhamnosus GG

Las bacterias acido-lacticas (BAL) se han consumido de manera tradicional en
los alimentos fermentados. Las bacterias pertenecientes al grupo de
Lactobacillus casei, han sido ampliamente estudiadas por sus propiedades
probidticas. En este grupo encontramos a Lactobacillus rhamnosus, L. casei y
L. paracasei, que han sido cominmente utilizadas como cultivos iniciadores de
la fermentacion para aplicaciones en la industria alimentaria (Hill et al., 2018).
Debido a que estos microorganismos son heterofermentativos y pueden
adaptarse facilmente a distintas condiciones del medio ambiente, se han
encontrado en diversos ecosistemas bacterianos. En el caso especifico de L

rhamnosus, éste ha sido aislada del intestino humano, de las cavidades vaginal



y oral, asi como de quesos. Existen multiples subespecies de L. rhamnosus y

una de las més estudiadas es L. rhamnosus GG (Douillard et al., 2013).

L. rhamnosus GG fue aislada en 1983 de heces de humanos saludables por
Sherwood Gorbach y Barry Goldin, a quienes se les atribuye el "GG" del
nombre (Goldin et al., 1992). Ellos observaron que se trataba de una cepa
resistente a los acidos biliares en un rango de pH entre 3-7 y que durante 4
horas no habia una disminucién de células viables, mientras que cepas como
L. bulgaricus si presentaba disminucion de la cuenta viable bajo las mismas
condiciones. También encontraron que tenia la capacidad de adherirse a las
células epiteliales, asi como de producir sustancias antimicrobianas.
Observaron también que morfolégicamente se trataba de colonias con forma

circular, y en ocasiones ovaladas color crema-blanco y opacas.

Esta cepa fue la primera en ser aceptada como probidtico en la industria lactea
(Gorbach & Newton, 1996) y desde entonces se le han atribuido beneficios a
la salud relacionados con la mejora de afecciones gastrointestinales vy
respiratorias, con un efecto en el sistema inmune a nivel de la actividad de
citoquinas (entre otros), en la producciéon de proteinas y por su actividad
antibacterial (Capurso, 2019). Es por ello que se ha utilizado en algunos

estudios para el tratamiento de algunas afecciones.

La administracién de una dosis diaria de 10"°UFC a infantes con gastroenteritis
junto con su tratamiento farmacoldgico, tiene un efecto en la disminucién en
periodos de diarrea y la recuperacion es mas rapida (Szajewska et al., 2019).
Adicionalmente se ha utilizado en el tratamiento de enfermedades
psicosociales. Al administrar una concentracién 10'° UFC diariamente por 3
meses en adolescentes hiperactivos, se han observado mejorias en dolores de
cabeza, en sintomas emocionales, asi como una mejoria en las relaciones
familiares, aunado a una disminucién de citoquinas proinflamatorias. Es por
ello que se sugiere que existe una relacidn entre las citoquinas y los trastornos
de personalidad que puede ser mejorado mediante la administracién de un

probidtico como L. rhamnosus GG (Kumperscak et al., 2020).



Por otro lado, la administracién de entre 4.5 x 107 y 8.5 x 107 UFC de L.
rhamnosus GG por 6 meses en nifios de hasta 1 ano con problemas de alergia
alaleche de vaca aumenta la diversidad de |la microbiota intestinal y los niveles
de butirato. También disminuyen los sintomas asociados a la alergia como el

vomito, diarrea y urticaria. (Canani et al., 2016).

1.2 Prebiéticos

La World Gastroenterology Organization (WGO, 2011) define a los prebidticos
como “sustancias de la dieta (fundamentalmente polisacaridos no amilaceos y
oligosacéaridos no digeribles por enzimas humanas) que nutren a grupos
seleccionados de microorganismos que habitan en el intestino favoreciendo

el crecimiento de bacterias beneficiosas sobre las nocivas”.

De acuerdo con Olagnero et al. (2007) las caracteristicas que deben presentar
los prebidticos son:
= No debe ser hidrolizado ni absorbido en la parte alta del tracto
digestivo, para favorecer su llegada a la microbiota.
= Debe ser capaz de fermentarse selectivamente por bacterias benéficas
como bifidobacterias o lactobacilos.
= Debe tener la capacidad de modificar la microbiota gastrointestinal de

forma saludable.

El papel de los prebidticos es regular la concentracién de bacterias benéficas
para evitar la colonizacion del intestino por bacterias patégenas y una
disminucién de la microbiota intestinal sana, dejando disponibles los
nutrientes para este tipo de microorganismos. Se ha demostrado que
prebidticos como la inulina y los oligofructanos son capaces de inhibir la
colonizacion de patdégenos en el intestino, debido a los productos de la
fermentacion de los probioticos que ayudan a crear una barrera intestinal.
Entre los productos de la fermentacidén de los probidticos se encuentran
metabolitos como acidos grasos de cadena corta, hidrégeno, metano, diéxido
de carbono, lactato y adicionalmente se estimula el aumento de la biomasa

bacteriana (Barreto, 2019).




Los carbohidratos no digeribles (oligosacaridos y polisacéridos), considerados
como prebidticos, pueden estar presentes en alimentos de forma natural. Se
encuentran en la leche, la miel, frutas, vegetales, cereales etc. Se pueden
obtener mediante procesos de extraccién solubilizdndolos directamente en
agua, o bien, por tratamientos quimicos o enzimaticos, esta Ultima es la técnica

mas utilizada (Corzo et al., 2015).

Existen distintos tipos de prebidticos, los mas comunes son los fructanos tipo
inulina que provienen principalmente de la achicoria (Cichorum intybus), con
un grado de polimerizacién de 3 a 60 unidades (en promedio 10). La
oligofructosa se puede obtener por hidrolisis enzimatica de la inulina y puede
estar compuesta por una mezcla de mondémeros de fructosa e inulina con un

grado de polimerizacién de 2 a 8 unidades (Barreto et al., 2019).

Por otro lado, los galactooligosacaridos se obtienen industrialmente a partir
de la lactosa con métodos enzimaticos, aunque también se pueden encontrar
de manera natural en la leche materna y animal. Pueden contener desde 2

hasta 10 moléculas de galactosa unidas a la glucosa terminal.

Existen moléculas que han sido llamadas “prebidticos emergentes”, dentro de
estos se encuentran los glucooligosacéridos, los cuales son carbohidratos
lineales de glucosas unidas con enlaces a (126) y pueden presentar
ramificaciones en a (122) y a (123). Dentro de este mismo grupo se
encuentran los oligosacéridos de soja que son principalmente
galactooligosacéridos, los xilooligosacéridos y la lactosacarosa (Corzo et al.,

2015).

1.2.1 Avena: B-glucanos

La avena (Avena sativa) es un cereal de grano entero perteneciente a la familia
Poaceae (conserva el germen, el endospermo y el salvado); es mayormente
cultivado en Europa y Norteamérica. Tiene un valor energético de 361 kcal por
100 g. Es una buena fuente de acidos fendlicos y flavonoides (Gémez-Carus et

al., 2017). Ademas, es rica en almiddn y contiene una concentracion elevada



de fibra total (Tabla 3). La avena es reconocida como buena fuente de B-

glucano (3.5-8 g/100g).

Tabla 3. Composicién bioquimica de la avena
(Adaptada de Sterna et al., 2016)

Concentracién Concentracion

Minima Maxima

(9/100 g) (9/100 g)
Proteina 9.7 17.3
Grasa 5.2 12.4
Almidoén 27.3 50.01
Fibra total 13.66 30.17
Fibra soluble 11.53 20.07
B-glucano 2.7 3.5

La importancia de la avena radica en que en la actualidad los cereales son
usados para producir alimentos funcionales debido a su composicion y en
especial, al contenido de B-glucano (Havrlentova et al., 2011). En este caso, la
fibra soluble de la avena consiste principalmente de B-glucanos, los cuales son

capaces de producir soluciones viscosas.

Los B-glucanos son polisacaridos no ramificados de unidades de B-D-glucosa
unidas por enlaces glucosidicos (12>4) y (12>3). Estos se encuentran

principalmente en la pared celular de cereales (figura 2).
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Figura 2. Estructura bésica del B-glucano de cereales
(Havrlentova et al., 2011)




La concentracion de B-glucano en los cereales depende de factores
geoclimaticos, los cuales inciden en el desarrollo de la cascarilla del cereal,
donde se encuentra albergada la mayor concentracién de B-glucano. Esta
concentracion se regula por la enzima (12>3,1>4) B-glucanasa, la cual se
encarga de degradar la pared celular del endospermo durante la germinacidn
del grano. Los cereales con mayor concentracién de B-glucano son la cebada,
con 2-20 g/100 g (65% hidrosoluble) y la avena, con 3-8 g/100 g (82%
hidrosoluble) (Pizarro et al., 2014).

Pérez et al. (2016) reportaron que la viscosidad que genera la avena en
solucién por la presencia de B-glucano es responsable de la capacidad de
disminuir la absorcion de colesterol en el intestino ademéas de que al ser
fermentado por la microbiota coldnica, se generan acidos grasos de cadena
corta que inhiben la absorciéon del colesterol hepético. En su estudio, 26
pacientes consumieron una racion de 60 g de avena una vez al dia por 6
semanas y observaron que el colesterol disminuyé de 217.04 mg/dL a 195.73
mg/dL en promedio, mientras que en los triglicéridos hubo una disminucién
de 200.31 a 171.38 mg/dL, aunque el anélisis estadistico indicé que no hubo
diferencias significativas. Por otra parte, en el estudio realizado por Beck et al.
(2009), en 41 pacientes con sobrepeso a los que se les dio una racién diaria de
cereal con B-glucano (3.8 g/dia), presentaron un aumento significativo de la
hormona colecistoquininay en consecuencia, una disminucion del apetito y de

la respuesta insulinica.

Aroray Sharma (2011) encontraron que con la adicidén de 3% de B-glucano de
cebada en el medio de cultivo, el nimero de células viables de L. acidophilus
NCDC13 aumenté hasta 2 ciclos logaritmicos en comparacién con el medio
control. Por su parte, Dong et al.(2017) reportaron que el B-glucano es un buen
sustrato para L. helveticus, L. rhamnosus GGy B. longum, ya que su crecimiento
mejord, en comparacién con el medio de cultivo sin el prebidtico. Estos
autores también encontraron que los &cidos grasos de cadena corta
aumentaron durante la fermentacién en presencia de B-glucano. Lam et al.

(2018) reportaron que la presencia de B-glucano mejord el crecimiento y




prolongé la vida de los lactobacilos durante largos periodos de fermentacién
en comparacién con otro tipo de prebidticos (fucooligosacaridos,

galactooligosacaridos).

1.3 Péptidos bioactivos

La concentracién de proteina en la leche es de 3.5%, de la cual el 20% es
proteina de suero de leche y el 80% son caseinas (a-, B- y k-caseinas) (Mohanty
etal.,2016). A partir de la hidrélisis de estas proteinas se generan los péptidos
bioactivos, que son secuencias especificas de 2 a 40 aminoéacidos. Mientras
forman parte de las proteinas permanecen inactivos y una vez liberados,
presentan diversas actividades biolégicas dependiendo de la secuencia de
aminoacidos presentes. Estos péptidos al ser ingeridos pueden actuar
directamente en el sistema gastrointestinal, o pasar al sistema circulatorio para

manifestar su efecto (Martinez-Medina et al., 2019).
Los péptidos bioactivos pueden ser producidos mediante 3 mecanismos:

1. Digestion gastrointestinal. La hidrdlisis ocurre durante la digestion,
cuando las proteinas son hidrolizadas por la pepsina, la tripsina y la
quimiotripsina, para la produccién de péptidos, aunque ciertas
proteinas podrian ser resistentes a estas enzimas. Los péptidos
producidos pueden ser digeridos en la superficie de las células
epiteliales del intestino, mediante peptidasas para la producciéon de
péptidos mas cortos o aminoécidos (Jakala y Vapaatalo, 2010).

2. Hidrolisis enzimatica. Es una de las técnicas mas utilizadas, en la cual
se pueden variar pardmetros como pH o temperatura y se pueden
utilizar proteinasas de bacterias y hongos para la produccidon de
péptidos bioactivos de origen tanto vegetal como animal, aunque la
proteina de leche ha sido la méas utilizada. Un beneficio de este método
es que se pueden obtener altos rendimientos (Martinez-Medina et al.,
2019).

3. Fermentacion microbiana. La hidrdlisis se lleva a cabo mediante el

sistema proteolitico de las bacterias acido-lacticas durante la




fermentacién para la produccién de yogurt y queso, principalmente. L.

bulgaricus, L. helveticus, L. casei, L. rhamnosus, B. bifidum son los mas

utilizados. La bioactividad y la cantidad de péptidos liberados durante

la fermentacion dependen de los cultivos iniciadores. Este método

también es uno de los mas usados para la produccién de alimentos

enriquecidos con péptidos bioactivos (Sanchez y Vazquez, 2017).

1.3.1 Clasificaciéon

La bioactividad de los péptidos, asociada a distintas respuestas fisioldgicas,

depende de la secuencia y longitud de la cadena de aminoécidos. Algunas de

ellas se muestran en la figura 3.
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Figura 3. Clasificacion de péptidos bioactivos y su rol en el cuerpo humano

(Adaptado de Mohanty et al., 2016)




1.3.1.1 Péptidos antimicrobianos

Se ha demostrado que estos péptidos pueden tener acciéon sobre algunos
microorganismos patégenos como Escherichia, Helicobacter, Listeria,
Salmonella, ademas de levaduras y hongos filamentosos. Se caracterizan por
ejercer actividad similar a la de los antibiéticos, mediante el control de los
patégenos al inhibir su crecimiento de una manera natural (Kameli y Ehsani,

2017).

El primer péptido antimicrobiano aislado fue la casocidina-I, derivado de la a-
2-caseina, constituido de 39 aminoéacidos, que al poseer aminoacidos de
carécter basico pueden formar un bucle de a-hélice en el carbono terminal,
que puede ser la causa de su efecto antimicrobiano. Se ha demostrado que

actua contra E. colli.

Por otro lado, la lactoferricina es un péptido antimicrobiano catiénico derivado
de la degradacion de la lactoferrina con la pepsina gastrica. Estd compuesto
de 25 residuos de aminoacidos, 8 de ellos basicos y presenta una carga neta
positiva. Estas caracteristicas pueden ser la causa de su poder antimicrobiano

(Torres-Llanez et al., 2005).

1.3.1.2 Péptidos antihipertensivos

Son los péptidos mas estudiados. Presentan dos mecanismos de accidn:
inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) y bloqueo de los
receptores de angiotensina. Los péptidos antihipertensivos derivados de las
caseinas se llaman casoquininas mientras que los derivados de las proteinas

de suero de leche se denominan lactoquininas (Bhat et al., 2017).

Adams et al. (2020) midieron la actividad inhibitoria de la ECA de los péptidos
generados por L. helveticus R0389y L. rhamnosus R0O011 en caldo Man Rogosa
& Sharp (MRS) suplementado con caseina. Después de 24 h de crecimiento la

inhibicion de L. rhamnosus R0O11 fue cercano al 100% en el medio




suplementado comparado con el control, mientras que el de L. helveticus

R0389 fue de 80%.

Crippa et al. (2018) realizaron un estudio a un grupo de 15 personas con una
presién arterial inicial promedio de 138.2-88.1 mm Hg. Se les suministraron 30
g por dia de queso Grana Padano, con 4 péptidos antihipertensivos diferentes.
Al grupo control se les administré un placebo. Después de 2 meses
intercambiaron, al grupo control comenzaron a administrarle el tratamiento y
al grupo experimental se le administré el placebo. Observaron que al primer
grupo que le administraron el tratamiento fue el que tuvo una disminucidn
mayor de presion arterial al final del estudio (120-70 mm Hg), en comparacion

con el grupo control (125-75 mm Hg).

1.3.1.3 Péptidos antitrombéticos

Este tipo de péptidos inhiben la interaccion de la trombina con la fibrina para
evitar que se formen codgulos en el torrente sanguineo. El
caseinomacropéptido generado a partir de la k-caseina por acciéon de la

enzima renina, tiene propiedades anticoagulantes (Cheng et al., 2019).

Rendon-Rosales et al. (2019) realizaron un estudio in vitro con las fracciones
peptidicas obtenidas después de la fermentacion en leche con 5 cepas
diferentes de Lactococcus. lactis, en un sistema donde simularon el tracto
gastrointestinal. Estos autores observaron que la inhibicién de la trombina con
el extracto libre de células de las cepas L. lactis Lc-571 y L. lactis Lc-572, fueron
las que presentaron un efecto mayor sobre la inhibicién de la trombina (99 %

de inhibicién), en comparacién con la heparina (100% de inhibicidn).

Por otro lado, Pérez-Escalante et al. (2018) realizaron un estudio con L. casei
Shirota y L. johnsonii LA1 aislados de leches fermentadas comerciales para
evaluar la capacidad antitrombdtica de los péptidos generados a diferentes
tiempos de fermentacién. Encontraron que con las fracciones peptidicas de L.

johnsonii LA1 se obtuvo la méxima inhibiciéon de trombina a las 10 horas de




fermentacién con 35% de inhibicidn, mientras que con los péptidos obtenidos

de la fermentacién de L. casei Shirota a las 26 h, solo hubo 20% de inhibicidn.

Estos resultados demuestran que el sistema proteolitico de cada especie
produce péptidos diferentes que manifiestan un efecto propio a cada uno de

ellos, cuando se evalta la misma bioactividad.

1.3.1.4 Péptidos hipocolesterolémicos
Los péptidos que tienen alta capacidad de unirse a acidos biliares son capaces
de inhibir la reabsorcion de estos acidos en el ileon y de esta manera pueden

disminuir el nivel de colesterol en la sangre (Park y Nam, 2015).

Renddn-Rosales et al. (2019) determinaron la capacidad hipocolesterolémica
de las fracciones peptidicas producidas a partir de una leche fermentada con
distintas cepas de L. lactis en un modelo del sistema gastrointestinal. Los
péptidos obtenidos con la cepa Lc-571, mostraron una alta capacidad de
inhibicion en la formacién de micelas de colesterol. En cuanto a la capacidad
de unién de los péptidos al 4cido célico, fue la cepa Lc-600e la que produjo

los péptidos con el mayor porcentaje de union (40%).

1.3.1.5 Péptidos antioxidantes

Son péptidos que previenen la peroxidacién de acidos grasos esenciales. Se
ha demostrado que, al digerirse caseina, se producen péptidos fosforilados
con actividad antioxidante debido a los iones metélicos que poseen (Sanchez

y Vazquez, 2017).

Barac et al. (2016) evaluaron la capacidad antioxidante de péptidos generados
durante la maduracién de queso de cabra y encontraron que aumentaba de

35 mmol de Trolox/ kg hasta 60 mmol de Trolox/ kg en 50 dias de maduracién.

Shu et al. (2018) fermentaron leche de cabra con L. casei L61 y aislaron los
péptidos generados para medir su estabilidad en un modelo del tracto

gastrointestinal en presencia del radical libre hidroxilo, debido a que los




radicales libres pueden causar dafio oxidativo a proteinas, enzimas y acidos
nucleicos en el cuerpo y desencadenar en enfermedades cardiacas, diabetes,
cancer, entre otras. Encontraron que la tasa de eliminacion del radical libre
hidroxilo fue de 92.59% a los 40 minutos y bajé a 78% a los 160 minutos, este
cambio se le atribuye a la modificacién de pH, temperatura y a relaciones

enzima-sustrato a lo largo del tracto gastrointestinal.

1.3.1.6 Péptidos inmunomoduladores

Estos péptidos tienen la capacidad de estimular el sistema inmune a través de
la activacién de macréfagos, los cuales juegan un papel importante en la
inmunidad del cuerpo humano, a través de la producciéon de éxido nitrico,
citoquinas como TNF-a, IL-1 y IL-6, inmunoglobulinas y de la fagocitosis. Estos
péptidos son de naturaleza hidrofébica, contienen de 2 a 10 residuos de
aminoacidos, entre los que se encuentran la glicina, la valina, la leucina, la

prolinay la fenilalanina (Chalamaiah et al., 2018).

Se ha demostrado que los péptidos generados durante la fermentacidn con
bacterias probidticas como L. helveticus aumentan la produccién de IL-1, IL-6
y TNF-q, citoquinas que juegan un papel importante en el control de la
respuesta inflamatoria. Los péptidos que las estimulan son derivados
principalmente de caseinas, aunque, también pueden producirse a partir de

proteinas de suero de leche, de pescado, etc. (Tellez et al., 2010).

1.3.1.7 Péptidos opioides

Los receptores de opioides estan distribuidos a lo largo del sistema nervioso.
Algunos péptidos que son resultado de la hidrdlisis de las proteinas de la leche
presentan actividad opioide, como las casomorfinas. Estos péptidos ejercen
funciones reguladoras del sistema nervioso después de su administraciéon oral
o intracerebroventricular, al penetrar la barrera intestinal e inducir efectos
bioldgicos a través de los receptores de opioides del sistema nervioso de

forma agonista o antagonista (Liu y Udenigwe, 2018).




Jarmolowska et al. (2019) evaluaron el efecto de estos péptidos sobre el
autismo, ya que se sugiere que este tipo de péptidos contribuyen al desarrollo
de la enfermedad. Se extrajeron muestras de sangre a 86 nifios con trastorno
del espectro autista y 51 sanos y se cuantificé la concentracion de B-
casomorfina 7. Se encontré que en los nifos autistas habia mayor
concentracion del péptido en comparacion con el grupo sano. Este resultado
fue atribuido a la acumulacién de péptidos debido a una falla en el sistema de

transporte de péptidos.

Por otro lado, Dwivediy Sheth (2019) al evaluar el efecto de la casoxina C sobre
la depresion y los niveles de cortisol, encontraron que la administracién diaria
de unaleche fermentada suplementada con casoxina C por un mes, disminuyé

el cortisol en 4%y los niveles de depresion en 46.5%.

1.3.1.8 Péptidos fijadores de minerales

Los péptidos fijadores de minerales se obtienen principalmente a partir de la
hidrélisis de las caseinas. Estos péptidos mejoran la biodisponibilidad de los
minerales al actuar como portadores, lo que contribuye a mejorar su
solubilidad. Se les ha relacionado con la unién de iones como Ca?*, Fe?*, Zn?*

entre otros (Nongonierma et al., 2016).

Cao et al. (2017) evaluaron una mezcla comercial de fosfopéptidos de caseina
proveniente de Guangzhou Greencream Biotech Co. Ltd. Aislaron 5 péptidos
que mostraron actividad de transporte de calcio, los péptidos
DIGSESTEDQAMEDIK y QDKIHPF fueron los que mayor cantidad de calcio
transportaron (50 y 60 pg) después de 4 horas, mientras que los demas
estuvieron entre 10 y 30 pg de calcio transportado. Lo que demuestra que los

péptidos tienen la capacidad de transporte de minerales.

Por otro lado, en un estudio realizado por Figueroa-Hernandez et al. (2012)
donde evaluaron la produccién de péptidos fijadores calcio por L. lactis subsp
cremoris NCFB712, encontraron que, al controlar el pH durante la

fermentacién y manteniéndolo a 6.5, que es el pH éptimo para la proteinasa




de la pared celular, el grado méaximo de fijacion de calcio se encontré a las 24
horas (0.28 mmol de Ca?* mg' de proteina), mientras que sin control de pH

obtuvieron 0.23 mmol de Ca** mg' de proteina.

1.3.2 Sistema proteolitico de BAL para la produccién de péptidos
bioactivos

El sistema proteolitico de S. thermophilus, L. lactis, L. helveticus, L. casei, L

rhamnosus etc., juega un papel muy importante para su crecimiento en la leche

ya que necesitan una fuente externa de aminoacidos que adquieren a través

de la protedlisis de la caseina y de las proteinas de suero de leche (Savijoki et

al., 2006).
El sistema proteolitico de las BAL se compone de tres elementos principales:

1. Proteinasas unidas a la pared celular que inician la degradacién de las
proteinas a oligopéptidos.

2. Sistema de transporte de di-, tri- y oligopéptidos a través de la
membrana citoplasmatica hacia el interior de la célula.

3. Diversas peptidasas intracelulares responsables de la degradacién de

péptidos a oligopéptidos y aminoacidos (Dib et al., 2014).

1.3.2.1 Proteinasas

La degradacion de las caseinas es iniciada por una proteinasa extracelular
unida a la pared celular llamada PrtP en bacterias del género Lactococcus y
Lactobacillus (Rodriguez-Serrano et al., 2018). En Lactobacillus, la estructura
primaria de esta enzima estéd constituida por 1946-1962 aminoécidos. Estas
enzimas se sintetizan como pre-proteinas de aproximadamente 2000 residuos
con diferentes dominios. Tienen preferencia por caseinas hidrofébicas, cuyas
caracteristicas en su estructura secundaria (sin formacion de hélices) las hacen
susceptibles a la accion de las proteinasas (Savijoki et al., 2006).

Por ejemplo, en el caso de las PrtP de Lactococcus lactis se dividen en enzimas

tipo Ply Plll, que tienen diferente especificidad por la aS1-, B-y k-caseina. La PI




degrada la B-caseina, mientras que la Plll tiene afinidad sobre el resto de las
caseinas y las degradan en oligopéptidos de 4 a 30 residuos de aminoéacidos
(Doeven et al., 2005).

Las proteinasas de las BAL tienen similitudes a nivel estructural, aunque su
preferencia por los enlaces peptidicos es diferente. En L. paracasei se
denomina PrtP, en L. helveticus es PrtH, en L. rhamnosus es PrtR y en L.

bulgaricus es PrtB (Pastar et al., 2003).

1.3.2.2 Sistemas de transporte

Una vez que las proteinasas de pared celular han hidrolizado las proteinas, los
péptidos generados entran a la célula mediante el sistema de transporte de
péptidos que los pasa a través de la membrana, este sistema es el Opp,
constituido por proteinas que pertenecen a una familia de transportadores

que funcionan con ATP (Savijoki et al., 2006).

Esta etapa incluye varios subsistemas especificos para aminoéacidos regulados
por la generacién de protones. En el caso de Lactobacillus y Lactococcus se
lleva a cabo con una enzima llamada DtpT, que permite el transporte de diy

tripéptidos hidrdfilicos (Liu et al., 2010).

En lactobacilos y lactococos los sistemas de transporte de oligopéptidos se
dividen en OppA que es la proteina de unién a los oligopéptidos; OppB y
OppC que son dos proteinas integrales de membrana y OppD y OppF que

son proteinas de unidn a los nucledtidos (Doeven et al., 2005).

A pesar de que el mecanismo del sistema de transporte funciona de manera
similar, no todas las cepas tienen los mismos sistemas. Lactobacillus
acidophilus, L. brevis, L. casei, y L. rhamnosus tienen 3 sistemas de transporte:
DPP que es capaz de transportar di-, tri- y tetrapéptidos que contienen
aminoacidos de cadena ramificada, DtpT que tiene preferencia por di- o
tripéptidos hidrofilicos y Opp para oligopéptidos. Mientras que, L. reuteri solo
presenta el DtPT (Liu et al., 2010).




1.3.2.3 Peptidasas

Una vez que los péptidos fueron transportados al interior de la célula, entran
en accién las peptidasas intracelulares para la liberacion de aminoécidos

(Rodriguez-Serrano et al., 2018).

Las peptidasas intracelulares como las aminopeptidasas PepN, PepC, PepX'y
PepP, se han encontrado en todas las BAL, excepto en Lactobacillus sakei y
Pediococcus pentosaceus. Son las primeras en actuar sobre los oligopéptidos
y una de las caracteristicas principales de estas enzimas es que no pueden
degradar la caseina intacta, pero pueden hidrolizar los enlaces peptidicos de
los péptidos cortos derivados de la misma. Estas enzimas son capaces de

eliminar los aminoéacidos N-terminales.

Posteriormente, los péptidos son hidrolizados por la tripeptidasa PepT y por
las dipeptidasas PepV y PePD presentes en lactococos y lactobacilos. Estas
enzimas tienen afinidad por péptidos que tengan en su secuencia aminoéacidos

hidrofébicos (leucina, metionina, glicina y fenilalanina).

Otras peptidasas especificas son: PepA, libera péptidos de 3 a 9 residuos;
PepP, afin a tripéptidos con prolina en posicién media; PepRy Pepl, actéan en
péptidos con prolina en la pendltima posicién; PepQ, prefiere péptidos con
prolina en la segunda posicion y PepS, afin a péptidos con 2-5 residuos de
arginina o de aminoacidos arométicos en la posicion terminal (Savijoki et al.,

20006).

En latabla 4 se muestra una relacién de las peptidasas intracelulares presentes

en diferentes especies de lactobacilos




Tabla 4. Peptidasas de lactobacilos

(Adaptada de Liu et al. 2010).

Microorganismo Peptidasas
L. helveticus Endopeptidasas: PepO, PepO2, PepO3,
PepE, PepE2, Pep F
Aminopeptidasas: PepNy PepC, PepT
Dipeptidasa: PepD, Pepl
Especificas para prolina: PepR, PepX
L. rhamnosus Endopeptidasa: PepO
Aminopeptidasas: PepR, PepX
L. delbrueckii Endopeptidasa: PepG
Aminopeptidasas: PepN, PepC, PepL
Dipeptidasa: PepV
Especificas para prolina: PepQ, Pepl, PepX
L. bulgaricus Especifica para prolina: PepQ

En la figura 4 se muestra el sistema proteolitico de L. lactis, el sistema
proteolitico mas estudiado. El esquema muestra las distintas proteinas como
la PrtP y la PrtM, que son proteasas de pared celular, las cuales hidrolizan la
caseina. También estan los sistemas de transporte de oligopéptidos como el
Opp, que transporta péptidos entre 4 y 18 residuos de aminoéacidos, mientras
que el Dpp y el DtpT transportan péptidos méas pequenos de entre 2 y 4
residuos. Dentro del citoplasma se encuentran las peptidasas intracelulares,
por ejemplo, las PepN, PepO, PepC, PepF, PepX y PepP que se encargan de
hidrolizar los péptidos méas grandes y generar di o tripéptidos, mientras que
Pepl, PepV, PeplL, PepQ, PepL, PepT, PepR, PepD son responsables de liberar
aminoéacidos. En L. lactis las endopeptidasas presentes son mas que las que se
encuentran en lactobacilos, es por eso que el sistema proteolitico de esta cepa
ha sido mas estudiado que el de los lactobacilos, sin embargo, también se han

encontrado las mismas proteasas tanto en L. lactis como en lactobacilos.
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Figura 4. Modelo del sistema proteolitico de Lactococcus lactis.

(Adaptado de Doeven et al., 2005)

Como se ha discutido en esta seccion, en el sistema proteolitico existen
diferentes elementos en todas las BAL, sin embargo, todas tienen algo en
comun: proteinasas extracelulares de pared, sistema de transporte vy
peptidasas intracelulares. Y a pesar de las diferencias en las enzimas presentes
en cada cepa, el funcionamiento del sistema proteolitico es el mismo, aunque
de estas diferencias también depende la secuencia y la concentracion de

péptidos generados.



2. JUSTIFICACION

Los prebidticos representan un sustrato preferencial para los probidticos,
microorganismos benéficos para la salud. La evidencia cientifica muestra que
el consumo de prebidticos produce efectos positivos sobre la salud tales como
la estimulaciéon del crecimiento de cepas probidticas en el tracto
gastrointestinal y a través de ello regular la microbiota intestinal, el aumento
de la resistencia a infecciones agudas, la mejora del trénsito intestinal, el
aumento de la absorcién de minerales (calcio y magnesio), un buen
funcionamiento del metabolismo de glicidos y de lipidos, etc. Por otra parte,
se ha demostrado el efecto del B-glucano de avena sobre el crecimiento de

cepas probidticas como L. rhamnosus GG.

En los ultimos afios se ha incrementado el interés en el desarrolloy el consumo
de alimentos funcionales nutritivos para mejorar la salud, tales como aquellos
que contienen probidticos y prebidticos (simbidtico). Un mejor conocimiento
y mayor evidencia cientifica acumulada hasta ahora permiten, en algunos
escenarios clinicos, evaluar las BAL, sobre todo especies de lactobacilos y
bifidobacterias como una herramienta terapéutica o un coadyuvante para el
tratamiento de algunos sintomas. Estas bacterias tienen la capacidad de
degradar las proteinas a di o tripéptidos durante el proceso de la
fermentacion, entre los cuales se ha demostrado que algunos tienen
actividades bioldgicas en el cuerpo humano. Por ello, es necesario encontrar
la manera de aumentar la produccién de estos péptidos con actividad
biolégica para asi favorecer su efecto en el tratamiento o prevencién de

enfermedades.



3. HIPOTESIS

La adicién de B-glucano de avena como prebidtico al medio de cultivo
favorecerd el crecimiento de L. rhamnosus GG y generard un mayor

rendimiento en la produccién de péptidos bioactivos.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Evaluar la capacidad proteolitica de Lactobacillus rhamnosus GG a través de |a
produccion de grupos amino libres en un medio de cultivo adicionado con B-

glucano de avena.

4.2 Objetivos especificos
= Cuantificar el B-glucano de las fracciones obtenidas de la molienda

de la avena (harina, sémola y cascarilla).
= Comparar dos métodos de extraccién de B-glucano.

= Determinar el efecto de la adicién del B-glucano al medio de cultivo

sobre el crecimiento de L. rhamnosus GG.

= Cuantificar los grupos amino libres durante la fermentacién con L.
rhamnosus GG en un medio adicionado con B-glucano de avena.

= Determinar las condiciones 6ptimas de inéculo y de concentracion
de B-glucano para la produccién de grupos amino libres por L.

rhamnosus GG durante la fermentacidn con leche.




5. METODOLOGIA

5.1 Activacién y caracterizacion morfolégica de L. rhamnosus GG

En un tubo con 10 mL de caldo MRS se inocularon 5 chaquiras de un cultivo
liofilizado de L. rhamnosus GG (Cruz-Guerrero et al., 2014) y se incubd a 37 °C
por 24 h. Posteriormente, de este tubo se inoculd al 1% un matraz con 100 mL
de caldo MRS y se incubd a 37 °C por 24 h. Para descartar contaminacién se
realizd tincion de Gram. Una vez que la cepa de L. rhamnosus GG fue activado,
se conservo en glicerol estéril al 50% en tubos Eppendorff a -20 °C.

Para la caracterizacién de las colonias, se realizé el método de cuenta en placa
(método de la gota). Se realizaron diluciones sucesivas 1:10, en tubos con 9 ml
de solucidn salina al 0.85%, (10" a 10°¢). De cada una de las diluciones se
tomaron 5 pulL y se inocularon en cajas Petri con agar MRS, divididas en 4
cuadrantes. Las cajas se incubaron a 37 °C por 24 h, y se observaron las

colonias en un cuentacolonias.

5.2 Avena
Se utilizé avena (Avena sativa L.) en grano, proveniente de Productores

Agropecuarios de Tepexpan, Hidalgo.

5.2.1 Tratamiento del grano de avena

Un lote de 5 kg de avena fue limpiado de granos contaminantes, insectos y
piedras. Los granos fueron lavados 4 veces con agua destilada (1 L/kg de
avena). El desinfectado de los granos se hizo por remojo durante 10 minutos
en una solucién de hipoclorito de sodio (1%) (Fuentes et al., 2011). Se enjuagd
2 veces con agua destilada en una relacién 1:1 (avena:agua). El grano se
extendié en charolas de aluminio, en una cama de 3 mm de grosor y se dejé
secar en horno a 30 °C por 48 h. A partir de la molienda de la avena en un
molino de martillos (Chopin® CD1), se obtuvieron 3 fracciones: sémola, harina
y cascarilla. Se hizo el analisis proximal de las 3 fracciones para conocer su

composicién, y, principalmente, su contenido de fibra.




También se les determind la concentracién de B-glucano a cada una de las 3
fracciones ya que se ha reportado que la cascarilla es la que tiene la mayor
concentracion de B-glucano. La determinacidn se realizé de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, con el método enzimético B-Glucan Assay Kit
(Mixed Linkage) de Megazyme® (Lim, 2018), cuyo principio es que las muestras
son suspendidas e hidratadas en un buffer a pH 6.5 y posteriormente incubada
con una liquenasa purificada. Una alicuota de la muestra en buffer es
hidrolizada completamente con una B-glucosidasa. La D-glucosa producida es

medida usando un reactivo de glucosa oxidasa/peroxidasa.

5.2.2 Extraccién de p-glucano de las fracciones de avena
5.2.2.1 Método 1: Extraccién de B-glucano por solubilizacion.

Se prepard una mezcla de 0.1 g/mL de cada una de las fracciones obtenidas
de la molienda de avena en agua destilada. Cada mezcla se sometié a una
agitacion vigorosa (agitador magnético) durante 3 h a 55 °C. La mezcla agitada
fue centrifugada a 5500 rpm por 10 minutos y el extracto liquido se guardé en

congelacion hasta su uso (Benito-Roman et al., 2011).

Para la comparacién de métodos se utilizd la fraccion de la cual se obtuvo

una mayor concentracion de B-glucano con el método 1.

5.2.2.2 Método 2: Extracciéon del f-glucano con inactivacion enzimatica

Se pesaron 27.5 g de la fraccién elegida y se mezclé con 250 mL de etanol al
75%; se mantuvieron a 80 °C por 4 h. Después del calentamiento, la mezcla se
dejo a 40 °C por 48 h hasta sequedad. Se tomaron 6 g de harina seca y se
mezclaron con 90 mL de agua destilada a 40 °C, se ajusté el pH a 10 con
carbonato de sodio al 20% y se agité por 30 min. La mezcla agitada se
centrifugd por 10 min a 2000 x g. El sobrenadante se enfrié a 20 °Cy se ajustd
el pH a 4 con éacido clorhidrico al 20%. El extracto liquido se congeld hasta su

uso (Beer et al., 1996).




5.2.3 Cuantificacion de B-glucano

Se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante, con el método

enzimatico B-Glucan Assay Kit (Mixed Linkage) de Megazyme® (Lim, 2018).

5.1 Optimizacién de la produccion de grupos amino libres 'y

crecimiento de L. rhamnosus GG durante la fermentacién
Se optimizaron el grado de protedlisis (grupos aminos libres) y el crecimiento
bacteriano en funcién de distintas concentraciones de B-glucano (g/L) e
inéculo (% v/v), de acuerdo con un disefio central compuesto con puntos
estrella (Jiménez Careaga, 2015). Las condiciones utilizadas en cada uno de
los 12 experimentos realizados se muestran en la tabla 5 con las variables
reales y las variables codificadas. El anélisis de los datos obtenidos fue

realizado con el programa Statgraphics 18-X64 (2018).

Se llegaron a estas concentraciones por medio de la dilucidon del extracto de

B-glucano con agua destilada.

Tabla 5. Disefio central compuesto (variables naturales).

Experimento B-glucano Inéculo X1 X2
(X1) (X2)
g/L (%)
1 10 3 -1 -1
2 30 5 1 1
3 34.14 4 1.41 0
4 20 5.41 0 1.41
5 20 4 0 0
6 20 4 0 0
7 5.85 4 -1.41 0
8 20 4 0 0
9 30 3 1 -1
10 10 5 -1 1
11 20 4 0 0
12 20 2.58 0 -1.41




Para la activacion de L. rhamnosus GG, se adiciond 1 mL del stock (almacenado
a -20 °C), a un matraz con 20 mL de caldo MRS. Se incubd por 24 h a 37 °C.
Para cada experimento del disefio, se prepararon matraces de 50 mL con un
volumen de trabajo de 20 mL de Skim milk (10%) con las concentraciones de
B-glucano de acuerdo con la tabla 5. Una vez activado L. rhamnosus GG (10¢
UFC/mL), se inocularon los medios de acuerdo con la concentracion de
inéculo indicada en la tabla 5. Para realizar los anélisis de grupos amino libres
y cuantificacién de biomasa, se tomaron 5 mL de cada uno de los matraces ya
inoculados, al inicio (0 hr) y al final de la fermentacién (24 hr). Las muestras
fueron centrifugadas a 18000 rpm por 20 min y los sobrenadantes fueron

congelados a -4 °C para analisis posteriores.

5.4 Analisis

5.4.1 Cuantificacion de biomasa

La cuantificacidon de la biomasa se realizé mediante el método de cuenta en
placa (método de la gota) para cada uno de los experimentos al inicio y al final

de la fermentacion (Herigstad et al., 2001).

Se realizaron diluciones sucesivas 1:10, en tubos con 9 ml de solucidn salina al
0.85%, (10" a 10°¢). De cada una de las diluciones se tomaron 5 uL y se
inocularon en cajas Petri con agar MRS, divididas en 4 cuadrantes. Las cajas se
incubaron a 37 °C por 24 h. El conteo para cada muestra se realizd por
cuadruplicado.

Se calculé el rendimiento de biomasa producida con respecto al sustrato
consumido con la ecuacién 1.

Ecuacidén 1
Y = (Mt — MO0)/(S0 — St)
Donde:

Y= Rendimiento (UFC/ g de B-glucano)
Mt= Biomasa final (UFC/mL)




MO= Biomasa inicial (UFC/mL)
SO= B-glucano inicial (g/mL)
St= B-glucano final (g/mL)

5.4.2 Determinacion del grado de protedlisis (grupos amino libres)

El grado de protedlisis se determiné al inicio y al final de cada fermentacién
por la técnica del acido trinitrobencensulfénico (TNBS) que se basa en la
reacciéon de los grupos amino libres con el TNBS en un medio ligeramente

alcalino, que al reaccionar se tifie de color amarillo (Adler-Nissen, 1979).

Se adicionaron 2 mL de solucién amortiguadora de fosfatos 0.2125 M, pH 8.2
en tubos de ensaye forrados con papel aluminio (la reaccién es sensible a la
luz). Se adicionaron a cada tubo 250 uL de muestra diluida 10 veces en
soluciéon amortiguadora de fosfatos. Para la preparacion del blanco la muestra
fue sustituida por agua desionizada. Se agregaron 2 mL de TNBS al 0.1% a
cada tubo, se agitd en vortex y se incubé durante una hora a 50 °C en
oscuridad. Transcurrido el tiempo de incubacién, se detuvo la reaccién con 4
mL de HCI 0.1 Ny se agitd en vortex. Se leyd la absorbancia a 340 nm en celdas
de cuarzo en un espectrofotémetro (Shimadzu UV-1800). La curva patrén se

realizé con glicina (Anexo 1).

5.5 Fermentacion con agitacion
Una vez optimizadas las concentraciones de inéculo y de B-glucano, se llevd a
cabo una fermentacidén con agitacién para determinar su efecto sobre el
crecimiento de L. rhamnosus GG y la produccién de grupos amino libres. El

matraz fue colocado en una incubadora con agitacion orbital a 100 rpm por 24

horas a 37°C.




6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Caracterizacién morfolégica de L. rhamnosus GG

La pureza de L. rhamnosus GG se verificé por siembra en placa en medio MRS
y por tincién de Gram. En la figura 5 se observan colonias blancas, convexas,
circulares con bordes redondeados, caracteristicas de L. rhamnosus GG. En la
figura 6 se muestra la micrografia con tincion de Gram, se observa que son
bacilos cortos Gram positivos caracteristicos de L. rhamnosus GG. Sus medidas
reportadas son de 0,8 a 1,0 pm de ancho y de 2,0 a 4,0 pm de longitud
(Gorbach & Newton, 1996).

Figura 5. Morfologia colonial de L. rhamnosus GG en agar MRS incubado 24
ha37°C.

\

Figura 6. Tincién de Gram de L. rhamnosus GG.




6.2 Avena
En la figura 7 se muestran las fracciones obtenidas de la molienda de la

avena y su rendimiento:

_________________________

i a. Harina 8.98% i i b. Sémola 40.88% i

Figura 7. Fracciones obtenidas de la molienda de avena.

Los resultados del anélisis proximal que se realizé para cada una de las

fracciones de la avena se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Anélisis proximal de la avena (g/100 g de muestra).

Anilisis Cascarilla Sémola Harina
Humedad 20.02 £0.62 21.02+0.14 19.05+0.18
Ceniza 5.24 + 0.37 212+0.16 1.16 £ 0.01
Fibra 39.93 £ 0.37 4.21 = 0.07 0.29 £0.03
Proteina 451 +1.35 11.73 = 0.11 8.94 +0.42
Grasa 3.23+0.15 6.58 = 0.40 6.90 = 0.11
Carbohidratos  25.70 = 1.75 54.35+0.23 63.67 = 0.58
B-glucano 3.35+0.05 1.24 £ 0.06 0.12 £0.08

En comparacion con lo reportado por Kent (1987), la avena con la que se
trabajé en la presente tesis presenta algunas diferencias en los valores del
analisis proximal de cada una de las fracciones, empezando por la humedad,
sobre la cual Kent (1987) reporta valores menores. Para en este trabajo, antes

de realizar los anélisis se realizé el lavado de la avena, y esto pudo haber




influido en esta variacion, en cuanto a los demas valores como fibra, proteina,
grasa y carbohidratos, Herndndez-Campuzano et. al. (2018) hace mencién de
diversos factores que pueden modificar los valores de los parédmetros
determinados en el anélisis proximal: el genotipo, la nutricidon del cultivo, el
nitrégeno suplementado durante el desarrollo de la planta, el clima, entre
otros. Aunque en el caso de los carbohidratos, donde los valores también son
distintos, hay una tendencia en la cual en la cascarilla hay menor

concentracion, seguido de la sémolay por ultimo la harina.

En cuanto a la concentracién de B-glucano, Butt et al. (2008) reportaron una
concentracion en el grano de avena de 2.3-8.5 g/100 g, con una mayor
concentracion en la cascarilla con 75-80% del total, en el salvado o sémola con

10.4%, mientras que en la harina el contenido es de solo 2-10%.

En el presente trabajo se encontré un total de 4.71 g/100g de B-glucano en el
grano, donde el 71.12% se encontré en la cascarilla, el 26.32% en la sémola 'y
el 2.54% en la harina, valores similares a los reportado por Butt et al. (2008),
aunque en el caso de la sémola la concentracién es mayor a la reportada y en
la cascarilla es menor. Miller et al. (1993) le atribuyen estas diferencias en la
concentracion de B-glucano a condiciones climéticas, como las precipitaciones
y la temperatura, a las que se desarrolla el cultivo, ademéas de factores

genéticos del cereal mismo.

De esta primera parte del proyecto se determiné que las fracciones de avena
tienen diferentes concentraciones de fibra, dentro de la cual estd contenida el
B-glucano, por lo cual es importante determinar si la concentracién de B-

glucano en los extractos sigue la misma tendencia que en las fracciones secas.

6.2.1 Extraccion de B-glucano

La figura 8 muestra las concentraciones de B-glucano obtenidas con el método
1 (Metodologia 5.2.2.1) de cada una de las fracciones resultantes de la
molienda de la avena. Con este método, se obtuvo la mayor concentracion de

B-glucano en el extracto de la sémola.
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Figura 8. Contenido de B-glucano en los extractos de avena obtenidos con el

método 1 (solubilizacidn).

La extraccidén con el método 1 se basa en la aplicacién de temperatura y
agitacion en un tiempo determinado, para favorecer la solubilizacién del B-
glucano. Benito-Romén et al. (2011) realizaron un estudio en el cual
optimizaron las condiciones para la extraccion de B-glucano y encontraron que
el tamafio de particula tiene gran influencia en su rendimiento final en el

extracto cuando se aplica una extraccion por solubilizacion.

Como se observd, la sémola y la cascarilla son las fracciones que presentaron
la mayor concentracion de B-glucano. El extracto de la sémola obtenido por el
método 1 (solubilizacién), tuvo la mayor concentracién de B-glucano. Este
resultado puede estar relacionado con el tamafio de particula segun lo reporta
Benito-Roman et al. (2011). Como se observé después de la molienda el

tamano de particula de la sémola es menor que el de la cascarilla (Fig. 7).

Con el método 2, con inactivacidon enzimatica (Beer et al., 1996), se obtuvo un
extracto a partir de la sémola con 45.25 g/L de B-glucano. Hubo un aumento
de la concentracion en el extracto con este método de 517% comparado con

el extracto de sémola obtenido a partir del método 1.



Beer et al. (1996) propusieron la inactivacion de las glucanasas que degradan
el B-glucano de la avena para aumentar su rendimiento de extraccién. En su
estudio encontraron que la inactivacién enzimatica con etanol disminuyd la
actividad de las enzimas de 80 U/kg a 70.5 U/kg, con lo cual, obtuvieron una

concentracion de 39.65 g/L de B-glucano en su extracto.

El etanol puede actuar sobre la membrana de la pared celular de diversas
formas, por ejemplo, deshidratdndola, pero fundamentalmente, aumenta la
fluidez de la membrana, haciéndola méas permeable (Elvir, 2003), lo que pudo
ayudar a que el B-glucano se extrajera con un mejor rendimiento. Por otra
parte, se ha demostrado que también el etanol puede inactivar a las
glucanasas de cereales como avena y cebada si se trata la muestra a

temperaturas por arriba de 80°C (Knuckles et al., 1997).

Como parte del método 2, se realizaron ajustes de pH en dos ocasiones, un
aumento a pH 10 y una disminucién a pH 4, asi como un tratamiento térmico a
80°C. El En contraste, el pH 6ptimo de las B-glucanasas estéd entre 6-7.5 y su
temperatura éptima es de entre 45 y 65°C (Planas, 2000) por lo que con las
modificaciones de pH y temperatura que se llevaron a cabo en el método de
extraccién también ayudaron a que la concentracién de B-glucano aumentara

al desnaturalizar las B-glucanasas.

Gangopadhyay et al. (2014) reportaron la optimizacion de la extraccion del B-
glucano a partir del grano entero de cebada, en funcién del pH y la
temperatura. Las condiciones dptimas encontradas fueron 55.7 °Cy pH de 6.6
con un rendimiento de 81.47 g/L a partirde 100 g de cebada. Este rendimiento
es mayor que al obtenido en la presente tesis debido a que la cebada tiene

una concentracion mayor de B-glucano

Por ello el método de extraccién de B-glucano elegido en este estudio fue por
medio de inactivacion enziméatica y se partié de la fraccién se sémola por su

concentracion de B-glucano, para los experimentos posteriores.




6.3 Diseio experimental

6.3.1 Crecimiento de L. rhamnosus GG en medios de cultivo enriquecidos

con B-glucano

En la figura 9 se muestra el crecimiento de L. rhamnosus GG en funcién de las
condiciones del disefio experimental (Tabla 5). Se observa que tanto la
variacién en la concentracion de inéculo como de B-glucano, son factores que

determinan la concentracion final del microorganismo (p<0.05).
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Figura 9. Crecimiento final de L. rhamnosus GG bajo las diferentes

condiciones del disefio experimental.

Los experimentos correspondientes a los puntos centrales del disefo
experimental (5, 6, 8 y 11) con una concentracién de B-glucano de 20 g /Ly 4%
de indculo inicial, mostraron el mayor crecimiento de L. rhamnosus GG, con
una produccién de biomasa de 1 x 10" UFC/mL. Mientras que los
experimentos 1,7, 9y 12 mostraron el menor crecimiento de L. rhamnosus GG.
En dichos experimentos la concentracion del inéculo fue < 3%. En el

experimento 7, la concentracién del inéculo fue de 4% pero la del B-glucano



fue la mas baja de todos los experimentos (5.85 g/L). Estos resultados indican
que la combinaciéon de concentraciones bajas de indculo (3%, 4% y 2.58%) y
de B-glucano (10, 5.85, 20 g/L) en los experimentos 1, 7 y 12, respectivamente,
se obtiene menor crecimiento de L. rhamnosus GG. El crecimiento en leche sin

B-glucano fue de 0.9 x 10°UFC/mL

Dong et al. (2017) estudiaron el potencial del B-glucano y de hidrolizados del
mismo a distintas concentraciones, para estimular el crecimiento de algunas
cepas probidticas, entre ellas, L. rhamnosus GG. Ellos encontraron que L.
rhamnosus GG crecié en el medio MRS suplementado con 2 g/L, tanto de
hidrolizados de B- glucano como de B- glucano sin hidrolizar. El mejor
crecimiento se tuvo con la adicién de los hidrolizados (5.05 x 107 UFC/mL) y
argumentaron que, al ser un compuesto de menor peso molecular, es mas facil
de asimilar por las bacterias para su crecimiento. L. rhamnosus GG también

crecié en el medio de cultivo con el B- glucano sin hidrolizar (2.9 x 10° UFC/mL).

Arena et al. (2014) realizaron un estudio en el cual evaluaron el crecimiento de
distintos probidticos (L. fermentum, L. plantarum. y L. acidophilus) en matrices
alimenticias adicionadas con B-glucano. Ellos observaron que L. plantarum
crecié mejor en un medio suplementado con pasta de cebada adicionada con
3% de B-glucano en comparacién con el medio sin cebada (1x10" y 1x10’
UFC/mL respectivamente). Con estos resultados llegaron a la conclusién de
que la presencia del B-glucano mejora la capacidad de crecimiento de los
probidticos. Los resultados de estos autores, se podrian atribuir a los
componentes que la pasta de cebada puede contener, tales como contenido
proteico y carbohidratos. En comparacion con los resultados obtenidos en
esta investigacion, los cuales fueron menores, podrian deberse a que en esta
investigacién se utilizé el extracto de B-glucano y no el grano completo.

Por otro lado, en las fermentaciones en leche llevadas a cabo en el presente
trabajo también habia lactosa disponible, que es un disacéarido formado por
glucosa y galactosa con un peso molecular de 340 Da (Alm, 1982), mientras
que el B-glucano de avena llega a pesar hasta 3100 Da (Vasquez-Mejia et al.,

2020). Es por eso que para BAL como L. rhamnosus GG es mas facil hidrolizar




la lactosa que es una molécula mas pequena que el B-glucano, por lo cual, no
solamente hubo consumo del prebidtico, sino también de la lactosa, aunque
debido a la pandemia por COVID-19 no hubo oportunidad de cuantificarla

para la presente tesis.

6.3.2 Consumo de B- glucano
En la figura 10 se muestra el consumo de B-glucano en funcién de las

condiciones evaluadas de acuerdo con el disefio experimental (Tabla 5).
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Figura 10. Consumo total de B-glucano por L. rhamnosus GG bajo diferentes

condiciones de fermentacion

En el presente trabajo, se cuantificd el crecimiento de L. rhamnosus GG vy el
consumo de B-glucano en funcién de la concentracion inicial del prebidtico y

del indculo.

En 10 experimentos L. rhamnosus GG consumié entre el 30 y el 35% de B-
glucano inicial. Solo los experimentos 7y 10, con 30 g/Ly 10 g/L de B-glucano
respectivamente, consumieron el 23.3 y 20%, respectivamente. Estos

porcentajes estan relacionados tanto con la concentracién inicial del inéculo,



como a la del B-glucano, ambos fueron determinantes en el crecimiento de L.

rhamnosus GGy en el consumo del prebidtico.

Lazaridou et al. (2014) observaron el efecto del B-glucano sobre el crecimiento
de Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus,
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei en una leche fermentada, y observaron
que S. thermophilus no se veia favorecida por la presencia del prebidtico, pues
el crecimiento en presencia del B-glucano fue menor, mientras que para los
dos lactobacilos si hubo un aumento de células viables en presencia de B-
glucano, lo que podria indicar que este es un buen prebidtico especificamente

para cepas de Lactobacillus y no para otros géneros.

Figueroa-Gonzélez et al. (2019) encontraron que L. rhamnosus GG se
desarrollé mejor en presencia de prebidticos comerciales como Frutafit,
Oligomato 55 y Lactulosa, adicionando 10g/L de los prebidticos estudiados, y
esa fue su Unica fuente de carbono con un mejor resultado en los dos ultimos
en donde alcanzaron un consumo de 35% durante la fermentacién.
Comparado con los resultados de la presente tesis, el consumo maximo fue de
35% de B-glucano adicionando 20 g/L inicial (experimento 12), sin embargo,
también hubo valores bajos, de 23.3% de consumo con 30g/L inicial
(experimento 9). Esta diferencia de consumo pudo haber disminuido por la
presencia de lactosa, ya que este es un sustrato preferencial de las BAL para

su desarrollo.

6.3.3 Rendimiento de L. rhamnosus GG en funcién del B-glucano
La figura 11 muestra el rendimiento del crecimiento del probidtico en funcién

del consumo de B-glucano.
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Figura 11. Rendimiento del crecimiento de L. rhamnosus GG en funcién del -

glucano consumido.

Los puntos centrales del disefio experimental (experimentos 5, 6, 8y 11), junto
con el experimento 10 fueron los que presentaron el mayor rendimiento, en
este Ultimo el crecimiento de L. rhamnosus GG fue menor, debido a que la

concentracion de B-glucano fue de solo 10 g/L.

Los rendimientos obtenidos fueron mayores que aquellos reportados por
Medvedova y Valik (2013), quienes encontraron que el rendimiento maximo
de L. rhamnosus GG fue de 1.23 x 10 UFC/g de sustrato en un medio de cultivo
enriquecido con harina de avena integral con 7.1% de fibra. En el presente
trabajo, con 10 g/L de B-glucano inicial, se obtuvo el mayor rendimiento con
2.06 x 102 UFC/mL de B-glucano. Esto pudo deberse a la diferencia en la forma
de adicion del B-glucano, ya que Medvedova y Valik (2013) adicionaron la
harina integral de avena que tiene més componentes como proteinas,

carbohidratos y grasas.

Por otro lado, Jaskari et al. (1998) reportan que L. rhamnosus GG puede llegar
a consumir hasta el 70% del B-glucano disponible en el medio de cultivo. En la

presente tesis el consumo maximo fue solo de 35%, posiblemente debido a la




presencia de la lactosa en las fermentaciones, debido a que, como se
menciond en la seccidn anterior, para L. rhamnosus es mas facil de utilizar el

disacarido que el B-glucano.

6.3.4 Capacidad proteolitica de L. rhamnosus GG
La figura 12 muestra la produccién de grupos amino libres durante la

fermentacion en cada una de las condiciones del disefio experimental.
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Figura 12. Actividad proteolitica de L. rhamnosus GG en fermentacion con B-

glucano

Los puntos centrales del disefio (experimentos 5, 6, 8 y 11) fue donde se
observé una mayor cantidad de grupos amino libres (10 mg/mL). En los
experimentos 1y 12, con la menor concentraciéon de inéculo y el 7 con la
menor concentracién de B-glucano, se obtuvo la menor produccién de grupos
amino libres (1.23 mg/mL). Estos resultados indican que la concentracién
inicial de indculo asi como la concentracion de B-glucano suplementado en el
medio de cultivo, son determinante en la produccién de grupos amino libres.
En el grupo control se obtuvo una producciéon de grupos amino libres de 0.7

mg/mL.



Con los resultados obtenidos podemos decir que la actividad proteolitica, el
crecimiento y el rendimiento estan sujetos a las concentraciones iniciales de

inéculo y de B-glucano.

Los resultados obtenidos son consistentes a lo reportado por Jaimez-Ordaz et
al. (2019), quienes reportaron que la adicién de jugo de agave durante la
produccion de una leche fermentada aumenté la actividad proteolitica de L.
rhamnosus GG con mejores resultados que con la adicién directa de inulina.
Por otro lado, Oh et al. (2016)también reportaron un aumento de la actividad
proteolitica de L. gasseri con la adicién al medio de cultivo de un prebidtico
extraido de Cudrania tricuspidata. Por lo tanto, la presencia de los prebidticos
estimula la capacidad proteolitica de los probiéticos, al promover su
crecimiento junto con la produccién de metabolitos como péptidos bioactivos,

bacteriocinas, acidos organicos, entre otros (Sanders et al., 2019).

6.4 Optimizacion de la fermentacion de L. rhamnosus GG

Con los resultados obtenidos hasta este punto estd demostrado que existe una
combinacién de concentracion de inéculoy B-glucano en la cual el crecimiento
de L. rhamnosus GG es mejor, asi como su capacidad proteolitica. Por lo tanto,
se obtuvieron las superficies de respuesta para la optimizacién de las

condiciones para el crecimiento y la producciéon de grupos amino libres.

6.4.1 Optimizacién de crecimiento bacteriano

Derivado del disefio central compuesto, se obtuvo una superficie de respuesta
para el crecimiento de L. rhamnosus GG (Figura 13). Se observa que el valor
6ptimo de crecimiento fue de 1.04 x 10" UFC/mL con 22.46 g/L de B-glucano
y 4.38% de indéculo. La ecuacion 1 describe el modelo para crecimiento
bacteriano con una R-cuadrada de 0.9753, es decir, que el modelo explica el
97.53% del crecimiento bacteriano en funcidon de la concentracién de B-

glucanoy de indéculo.




Ecuacion 2

C = —5.79135E10 + 1.25667E9 * G + 2.47676E10 xi — 4.07143E7 = G"2

+ 1.3065E8 x G *i — 3.16231E9 * i"2

Donde

crecimiento (UFC/mL)

C=

G= B-glucano (g/L)

i= concentracién de inéculo (%)
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Figura 13. Superficie de respuesta para el crecimiento bacteriano en funcién

de la concentracion inicial de B-glucano (g/L) y de inéculo (%).

Del ANOVA derivado de la superficie de respuesta (Tabla 7) se observa que

todos los factores fueron significativos (p<0.05) para el crecimiento de L.

, inéculo y la combinacién de ambos.
54
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Tabla 7. Analisis de varianza para crecimiento

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén- Valor-P
Cuadrados Medio F
A: Glucano 1.82E+19 1 1.82E+19 21.23 0.0037
B: inéculo 3.47E+19 1 3.47E+19 40.54 0.0007
AA 1.06E+20 1 1.06E+20  124.02  0.0023
AB 6.83E+18 1 6.83E+18 7.98 0.0302
BB 6.41E+19 1 6.41E+19 74.9 0.0001
Error total 5.14E+18 6 8.56E+17

Total (corr.) 2.08E+20 11

Se ha demostrado que el crecimiento durante la fermentacién con bacterias
lacticas estd directamente relacionado con la concentracién inicial de indculo,
asi como con todos los componentes y suplementos del medio (como
prebidticos). Segun lo reportado por Yépez et al. (2013), una especie de
Lactobacillus aislado de pulque produjo mayor cantidad de biomasa en leche
si se inocula a una concentracion del 5% comparado con una concentracidn
inicial del 2%. Por otro lado, la cantidad de prebidtico en el medio también es
determinante para el crecimiento de la L. rhamnosus GG (Dong et al., 2018).
En la presente tesis se demostré que hay una combinacién especifica tanto de
concentracion inicial de indculo como de B-glucano en la cual se produce la

mayor cantidad de biomasa por L. rhamnosus GG.

6.4.2 Optimizacién de actividad proteolitica de L. rhamnosus GG.

Derivado de disefio central compuesto se obtuvo la superficie de respuesta
(figura 14) en la que se observa que el valor éptimo de produccién de péptidos
esde 10.1571 mg/mL con una concentracion inicial de 22.71 g/L de B-glucano
en el medio de cultivo y 4.18% de indculo. La ecuacién 2 describe el modelo

para generacién de péptidos con una R-cuadrada 0.9546, es decir, que el




modelo explica el 95.46% de la produccién de grupos amino libres en funcion

de la concentracién de B-glucano y de inéculo.

Ecuacién 2

P = —60.9436 + 1.79406 * G + 24.219 xi — 0.0272997 = G"2 — 0.13225* G
*1 — 2.53223 "2

Donde

P=péptidos (mg/mL)
G= B-glucano (g/L)
i= Concentracidon de indculo (%)
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Figura 14. Superficie de respuesta para produccién de péptidos en funciéon

de la concentracién de B-glucano y de inéculo

Del ANOVA derivado de la superficie de respuesta (Tabla 8) se observa que

todos los factores fueron significativos (p<0.05) para la produccién de
péptidos por L. rhamnosus GG: la concentracién de B-glucano, la

concentracion de indculo y la interaccion de ambos.



Tabla 8. Anélisis de varianza para péptidos

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

A: Glucano 23.9663 1 23.9663 25.36 0.0024
B: inéculo 13.8658 1 13.8658 14.67 0.0087

AA 47.7214 1 47.7214 50.5 0.0004
AB 6.99602 1 6.99602 7.4 0.0346
BB 41.106 1 41.106 43.5 0.0006
Error total 5.66932 6  0.944887

Total (corr.) 124.905 11

Con los resultados obtenidos de la optimizacion se comprobd que la actividad
proteolitica de L. rhamnosus GG estd relacionada directamente con la

concentracion inicial de inéculo y de prebidtico en el medio.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demostraron que la
concentracion inicial del inéculo es determinante en la actividad proteolitica
de L. rhamnosus GG. En trabajos previos de fermentaciones con L. rhamnosus,
se han utilizado concentraciones iniciales del 1% de indculo, lo que representa
aproximadamente 1 x 104 UFC/mL, por ejemplo, Rodriguez-Hernandez &
Chavez-Martinez (2018) cuyo sustrato fue yogurt, Kumari & Vij (2015) en leche
de soya, Jaimez-Ordaz et al. (2019) en leche fermentada enriquecida con jugo
de agave y Gonzélez-Olivares et al. (2014) quienes utilizaron queso como

sustrato para evaluar la actividad proteolitica de las cepas.

Por otro lado, la adicién de prebidticos también se relaciona con la actividad
proteolitica. En el presente trabajo se encontré que existe una combinacion de
la concentracién inicial de B-glucano (prebidtico), con la concentracién de
in6culo inicial, en la cual la actividad proteolitica de L. rhamnosus GG fue
mayor que en los estudios previos realizados por otros autores. HabibiNajafi
et al. (2017) reportaron que mientras mayor es la adicién de inulina en la

fermentacion con L. casei, mayor es la produccién de grupos amino libres.




6.4.3 Comprobacion del modelo.
La tabla 9 muestra la comparacién entre los resultados experimentales y los

predichos por el disefio experimental.

Tabla 9. Comparacién de los valores calculados y los experimentales.

Variable de Valores Valores P (a=0.05)
respuesta calculados experimentales
Péptidos 10.16 10.01 £ 0.02 0.098
(mg/mL)
Crecimiento 1.04 x 10 1.05 £ 0.07 x 10" 0.059
(UFC/mL)

Se observa que entre los valores experimentales y los arrojados por el modelo
con 22.46 g/L de B-glucano y 4.38% de indculo inicial no hay diferencia
significativa, por lo que el modelo es Util para predecir tanto el crecimiento de
L. rhamnosus GG, como la concentracion de péptidos. Con este modelo se
observa que la actividad proteolitica depende del crecimiento de L.

rhamnosus.

También se realizaron pruebas para ver el efecto de la agitacidén sobre la
produccion de péptidos y el crecimiento de L. rhamnosus GG, bajo las
condiciones éptimas predichas por con el anélisis de superficies de respuesta.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 15.
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Figura 15. Comparacion de condiciones de fermentacion

Se observa una mejoria en los resultados de crecimiento y produccién de
péptidos cuando se implementé la agitacién (100 rpm), esto debido a que las
células y el sustrato se encuentran en constante movimiento y con mejor

disponibilidad de los componentes del medio de cultivo.

Se ha demostrado que la agitacién durante la fermentacién influye en el
crecimiento microbiano, gracias a que los nutrientes del medio se encuentran
distribuidos homogéneamente en todo el reactor, asi como las células
(Foliaco-Sandoval et al., 2018). YaRez-Tisalema (2016) reporta que, en una
fermentacidon en suero de leche, L. casei crecid 52% mas en condiciones de
agitacion, mientras que en la presente tesis crecimiento en agitacién tuvo un
aumento de 41%. En cuanto a los grupos amino libres, la generacién de los
mismos esta estrechamente ligada al crecimiento del probidtico, por lo que se

esperaba un aumento de los mismos.

Sin embargo, en cuanto al rendimiento de grupos amino libres producidos por
UFC, se obtuvo con las condiciones optimas sin agitacion, un rendimiento de

92.51x 10'° mg de grupos amino libres/UFC, mientras que con agitacién se

Crecimiento (UFC/mL)



obtuvo un rendimiento de 6.92x 10 mg de grupos amino libres/UFC. Por lo
tanto, en este caso particular, no es factible utilizar la agitacién para la

produccion de grupos amino libres.

7 CONCLUSIONES

= Se cuantificd el B-glucano de las fracciones obtenidas de la
molienda de avena, de las cuales, la cascarilla fue la fraccién con
mayor concentracion de B-glucano con 3.35 g/L, representando
el 71.12% del total del prebidtico en el grano.

= Se comparé el método de extraccion de B-glucano por
solubilizaciéon con el método de extraccidon con inactivacion
enzimatica y, con este Ultimo se obtuvo un aumento en la
concentracion del prebidtico de 517%.

= Se optimizé la actividad proteolitica y el crecimiento de L.
rhamnosus GG en funcién de la concentracion de inéculo y de la
concentracion de B-glucano, obteniendo que con 22.46 g/L de B-
glucano y 4.38% de indculo se generaron experimentalmente
10.01 mg/mL de grupos amino libres y 1.05 x 10" UFC/mL, sin
diferencia significativa con los valores éptimos arrojados por el
modelo (a=0.05).

= En fermentacion con agitacién L. rhamnosus GG produjo 25%
mas biomasa y 41% mas de grupos amino libres en comparacion
con la fermentacién sin agitacién.

= La presencia del B-glucano promovié el crecimiento de L.
rhamnosus GG y estimuld su sistema proteolitico al aumentar la

produccion de grupos amino libres.




8 PERSPECTIVAS

= Determinar el consumo de lactosa durante las fermentaciones para
comprobar su participacion en el crecimiento y la producciéon de
péptidos en presencia de B-glucano.

= Determinar la bioactividad de los péptidos generados durante la
fermentacion.

= Determinar la secuencia de aminoéacidos de los péptidos generados.
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10 ANEXOS

Los datos obtenidos para la curva patrén de glicina son los presentados en la

Anexo 1. Curva patrén glicina

Tabla 10 Con los que se construyé la curva de la Figura 16

Absorbancia 340 nm

1.4

1.2

0.8

0.6

0.4

0.2

Tabla 10. Datos para la curva patrén de glicina

Glicina

mg/ml Abs1
0.25 1.102
0.2 0.711
0.15 0.66
0.1 0.483
0.05 0.235

0.025 0.052

Abs2

1.105
0.709
0.663
0.484
0.235
0.05

Prom

1.1035
0.71
0.6615
0.4835
0.235
0.051

Figura 16. Curva patron TNBS
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