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INULINA COMO PREBIOTICO PARA Lactobacillus salivarius y Enterococcus
faecium CON POTENCIAL PROBIOTICO EN RUMIANTES
Juan Luis Gébmez Hernandez, MC

Colegio de Postgraduados, 2015
RESUMEN

La produccion de leche en México es deficiente, los hatos no cumplen con el proceso de
recria de manera eficiente y las becerras lactantes presentan serios problemas de
diarreas. El uso de antibiéticos como medida preventiva para los procesos diarreicos se
ha vuelto comun, dejando problemas de resistencia a estos productos. Las bacterias
acido lacticas (BAL) son habitantes comunes del tubo digestivo posterior y ejercen un
efecto antagdnico contra enteropatégenos. El control de la flora intestinal mediante la
alimentacion se puede dar a través del uso de prebidticos como la inulina. Por lo anterior,
el objetivo de esta investigacion fue evaluar el crecimiento in vitro de Lactobacillus
salivarius (Ls) y Enterococcus faecium (Ef) en medio MRS con inulina. Se hicieron
incubaciones in vitro a 37 °C, con sustitucion de glucosa por inulina en el medio MRS, se
determind la curva de crecimiento, pH, produccion de acido lactico, amonio, resistencia de
las cepas a acido clorhidrico y sales biliares y antagonismo contra Escherichia coli y
Salmonella. typhimurium. Se observé que la inulina tiene un efecto estimulante en el
crecimiento de las cepas evaluadas, con lecturas de absorbancia mayores en MRS-inulina
gue en MRS-glucosa (Ls 2.83 vs. 2.35) (Ef 2.67 vs. 2.28) y mayor conteo de bacterias al
término de la fase de crecimiento exponencial (Ls 13.11 vs. 10.98 Log 10 UFC mL™) (Ef
13.63 vs. 10.76 Log 10 UFC mL™), sin afectar las demas variables evaluadas. Se concluye
gue las BAL evaluadas Ls y Ef, presentes en el tubo digestivo posterior de becerras son
capaces de fermentar inulina, la cual ejerce un efecto estimulante en su crecimiento sin
afectar su potencial probidtico.

Palabras clave: Lactobacillus salivarius, Enterococcus faecium, inulina, rumiantes.
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INULIN AS PREBIOTIC FOR Lactobacillus salivarius and Enterococcus faecium
WITH PROBIOTIC POTENTIAL IN RUMINANTS

Juan Luis Gémez Hernandez, MC

Colegio de Postgraduados, 2015
ABSTRACT

Milk production in Mexico is deficient, herd producers not meeting the rearing process
efficiently and nursing calves have serious problems of diarrhea. Use of antibiotics as a
preventive measure for diarrheal diseases has become common, leaving antibiotic
resistance problems. Lactic acid bacteria (LAB) are common habitants of the digestive
tract and make an antagonistic effect against enteric pathogens. Control of gastrointestinal
flora by feeding can be given through the use of prebiotics such as inulin. The aim of this
research was to evaluate the influence of inulin on in vitro growth performance of
Lactobacillus salivarius (Ls) and Enterococcus faecium (Ef). In vitro incubations were
performed at 37 ° C, replacing the MRS glucose for inulin, and was determined the growth
curve, pH, production of lactic acid, ammonium, strains resistance to hydrochloric acid and
bile salts and antagonism against Escherichia coli y Salmonella typhimurium. It was
observed that inulin has a stimulating effect on the growth of strains, higher absorbance
readings in MRS-inulin than MRS-glucose (Ls 2.83 vs. 2.35) (Ef 2.67 vs. 2.28) and higher
bacterial count at the end of the growth curve (Ls 13.11 vs. 10.98 Logio CFU mL™) (Ef
13.63 vs. 10.76 Logio CFU mL™), without affecting the other variables evaluated. We
conclude that LAB evaluated Ls and Ef present in the digestive tract of calves are able to
ferment inulin and it has a stimulating effect on growth without affecting their probiotic
potential.

Keywords: Lactobacillus salivarius, Enterococcus faecium, inulin, ruminants.
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1. INTRODUCCION

La industria de productos lacteos es la tercera actividad mas importante dentro de la
rama de alimentos en México y su crecimiento depende de la disponibilidad nacional de
leche. Segun cifras del SIAP-SAGARPA (SE, 2012), durante el periodo 2003-2011 la
produccion nacional de leche de bovino ha tenido una tasa media de crecimiento de 1.3%,
comparado con el aumento del consumo a tasa media anual de 2.4% (Brambila et al.,
2013) no cubre la demanda del producto, y se recurre a la importacion.

Para que la industria lechera supere el déficit de produccién y sea una actividad
sustentable, se vuelve prioritaria la implementacidon de practicas estratégicas que permitan
alcanzar los objetivos de produccién a través del manejo de los animales, asi como la
necesidad de encontrar alternativas para reemplazar las fuentes de alimento para
animales, por otras con caracteristicas nutricionales semejantes.

Las préacticas pecuarias (destete precoz, uso de sustituto de leche, cambio abrupto de
dieta) son utilizadas con el objetivo de hacer eficiente el ciclo de recria. Esto tiene
implicaciones en la salud de los lactantes provocando alteraciones digestivas y
metabdlicas debido a que el organismo es susceptible a enteropatdgenos que provocan
principalmente diarreas (Masanetz et al., 2011). El uso de antibiéticos a la par del proceso
de destete se ha convertido en una practica complementaria (Verdonk et al., 2005), pero
su uso indiferenciado ha provocado problemas de salud publica con residuos quimicos en
productos para consumo humano y resistencia bacteriana generada por las dosis
utilizadas (Windschitl et al., 1991; Donovan et al., 2002).

Alternativas con las cuales se busca hacer eficientes los procesos dentro del
organismo del animal y minimizar el estrés generado de las practicas pecuarias incluyen
el uso de productos biotecnolégicos tales como enzimas, ionéforos, levaduras, hormonas,

probidticos y prebidticos.



Diversos estudios han documentado el uso de probidticos y prebidticos para estimular
el funcionamiento normal del tubo digestivo en las diferentes especies, encontrando
resultados variados. Galvao et al. (2005) y Magalhaes et al. (2008) reportan diferencia en
dias con diarrea en becerros, debido al uso de Saccharomyces cerevisiae; en contraste a
lo reportado por Lesmeister et al. (2004) quienes no encontraron efecto en incidencia de
diarreas. Por su parte, Khuntia y Chaudhary (2002) y Nagashima et al. (2010) encontraron
gue la adicion de Lactobacillus disminuye la incidencia de diarreas, pero Kowalski et al.
(2009) no encontraron efecto en la salud intestinal e incidencias de diarrea cuando se
incluyé a Bacillus licheniformis y Bacillus subtilis en la dieta. Los estudios anteriores no
son concluyentes sobre el efecto de microorganismos como probiético.

La inulina se ha descrito como prebidtico debido a los beneficios que otorga al
organismo que lo consume (Gibson y Roberfroid, 1995). Diversos estudios (Desai et al.,
2004; Kunova et al., 2011; Garcia et al., 2012) describen un efecto benéfico de la inulina
sobre el crecimiento in vitro de bacterias &cido lacticas de interés en salud humana.
Donovan et al. (2002) y Verdonk y van Leeuwen (2004) describen el uso de inulina en
becerros destetados precozmente con efecto similar al uso de antibiotico.

La evidencia indica un efecto estimulante de la inulina sobre la flora benéfica del tubo
digestivo; sin embargo, se requieren estudios donde se evalué el efecto prebidtico que

otorga la inulina a los microorganismos deseables en el intestino de becerros lactantes.



2. REVISON DE LITERATURA

La contribucién del sector agropecuario al Producto Interno Bruto (PIB) nacional ha
disminuido hasta representar el 3.8% en 2011. Comparado con otros paises de América
Latina, el progreso del sector agropecuario en los ultimos 10 afios ha estado por debajo
del conjunto de la region (SE, 2012).

Ante este panorama, se recurre a la importacion de productos primarios de abasto
como leche, carne y cereales, y si bien las compras de alimentos en el exterior no
parecen ser un problema en términos financieros, una politica de seguridad alimentaria
gue sea viable econdémica, social y ambientalmente, precisa definir el grado de autonomia

gue se pretende alcanzar para mantener disponibilidad de alimentos (FAO, 2013).

2.1. Sector lechero en México

Segun datos del SIAP-SAGARPA publicados por la FAO (2013), en el periodo 1990-
2011 el valor de la produccion de alimentos de origen animal con respecto al componente
agricola ha tenido mayor tasa de crecimiento anual (3.3% vs. 1.5%). Sin embargo, el
desarrollo pecuario esta basado en el dindmico crecimiento del sector avicola (Cuadro 1).

En cuanto a produccion de leche en México, en 2012 se produjo cerca de 10,950
millones de litros, lo que se describe como un aumento del 60% en los ultimos 20 afios.
Este avance se logré con base en las mejoras en el equipamiento de las unidades de
produccion, asi como la aplicacion de técnicas en el manejo del ganado y seleccion de

razas especializadas para produccion de leche (FAO, 2013).



Cuadro 1. Produccion de alimentos de origen animal en México.

Miles de toneladas Tasa de crecimiento (%)
Periodo 1990- 1995- 2000- 2005- 2009- 1990-2000 2000-2011
1992 1997 2002 2007 20112

Carne 1,183 1,361 1,440 1,602 1,751 2.0 1.8
bovina

Carne 796 924 1,053 1,121 1,180 2.8 1.0
porcina

Carne de 836 1,330 1,968 2,503 2,708 8.9 2.9
ave

Leche ° 6,743 7,739 9,620 10,266 10,813 3.6 1.1
Huevo 1,104 1,296 1,860 2.202 2,400 5.4 2.3

a. Datos preliminares
b. Millones de litros
FAO, 2013.

Durante el periodo 2003-2011 la produccién nacional de leche de bovino ha tenido una
tasa media de crecimiento de 1.3%, mientras el consumo de lacteos aumenta a tasa
media anual de 2.4% (Brambila et al., 2013) como consecuencia de un mayor ritmo de
crecimiento poblacional y mayor consumo per capita; debido al aumento del poder
adquisitivo y a un cambio en los habitos de consumo hacia productos que contribuyan a

mejorar las condiciones de salud (SE, 2012).

2.1.1. Panorama de la produccion de leche en México

El alza registrada en los precios internacionales de la leche en el periodo de 2006-
2008 ha resultado en mayor demanda de produccioén nacional de leche fresca por parte
del mercado interno y representa un panorama alentador para los productores. La
expansion actual de la demanda de productos lacteos para el consumo humano conlleva

importantes consecuencias tecnologicas y estructurales para dicho sector. Es necesario



aumentar la productividad ganadera para poder satisfacer la demanda de los
consumidores, utilizar eficazmente los recursos y generar ingresos estables para la
poblacion dedicada a esta actividad pecuaria (SE, 2012).

Sin embargo, en México la crianza de becerras y vaquillas de reemplazo para
produccioén de leche es insuficiente para mantener y hacer crecer el hato lechero nacional,
uno de los principales retos a superar es el desabasto en la recria, siendo este proceso
afectado por situaciones de estrés generadas del mal suministro de calostro, alimentacion
con sustitutos de leche de baja calidad y cambios abruptos en la dieta, en un momento en

el que el organismo es susceptible (Bicknell y Noon, 1993; Soto et al., 2011).

2.2. Cria de reemplazos

Las becerras son sensibles a las condiciones de alimentacion durante su vida
temprana. En México debido al déficit de produccion de leche es comun la crianza artificial
de las becerras para reemplazo. Se plantea, como préactica generalizada, alimentar a base
de sustitutos de leche complementado con alimento concentrado desde la primera
semana de vida y destetar a partir de la quinta semana de edad (destete precoz) (Ramos
et al., 2013). Sin embargo este manejo conlleva el uso de antibiético como medida

preventiva debido al estrés sometido a un organismo con sistema inmune no desarrollado.

2.2.1. Sistema digestivo de bovinos neonatos

El tubo digestivo de la becerra recién nacida es estéril, y es de vital importancia para
su rendimiento futuro lograr un suministro de calostro de alta calidad, al parejo de la
ingesta del calostro, la flora bacteriana comienza la colonizacion intestinal. Durante la
lactancia la alimentacion de las becerras se da con el paso de la leche directo al abomaso
a través de la canaladura esofagica; se comportan como no rumiantes debido al poco
desarrollo del rumen. La digestion se da principalmente a base de la secrecion de jugos

gastricos en el abomaso y a la degradacion enzimatica en la primera porcion del intestino
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delgado (Gasque, 2008).

La colonizacion del intestino por parte de la flora bacteriana se da por el contacto del
neonato con el canal de parto, el contacto materno y también al momento del
amamantamiento (calostro-leche); siendo las bacterias &cido lacticas (BAL) como
Bifidobacterium y Lactobacillus las especies dominantes durante la alimentacion basada
en leche, y las cuales se consideran benéficas, ya que debido al tipo de fermentacion que
realizan y a los productos finales de la fermentacion, ejercen un efecto inhibidor contra
bacterias patdgenas presentes en el intestino de lactantes (Andoh y Fujiyama, 2006;

Smetankova et al., 2012).

2.2.2. Rumiante

Una becerra no debe ser destetada hasta que su rumen sea funcional y sea capaz de
mantener sus necesidades nutricionales mediante los productos finales de la fermentacion
ruminal. Las bacterias, protozoarios y hongos del rumen, se establecen de forma natural
mediante el consumo de alimento sdlido y la interaccion con animales adultos; y los
productos de la fermentacién de carbohidratos (acidos grasos volatiles) actian como
estimuladores y promotores del desarrollo y funcion de las papilas ruminales. Una vez
colonizado el rumen, la nutricion del rumiante dependera en mayor grado de la
fermentacion ruminal y de los productos generados de dicha fermentacion: energia de los
acidos grasos volatiles, proteina de origen bacteriano, vitaminas del complejo B (Wattiaux,

s.f).

2.3. El problema de la diarrea en becerras lactantes

En EU la mortalidad de becerras de razas lecheras se mantiene a tasa de 11% dentro
las 48 h de vida y en 9.6% después de 48 h hasta llegar a reemplazo (Wilson, 2009). A
nivel mundial se estima que cerca del 25% de las becerras sufre diarrea y el 23% de las
becerras afectadas muere, esto representa entre 50% y 60% de muertes debido a
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problemas de diarrea (NDHEP, 1994; Kehoe y Heinrichs, 2005; Lorenz et al., 2011). En lo
econOmico, este problema tiene un impacto alto, ya que se generan pérdidas por la
muerte de las becerras, gastos por tratamientos y personal, diminucién del potencial
productivo y pérdida de reemplazos (Kehoe y Heinrichs, 2005; Hassanpour et al., 2007,
Millemann 2008; Lorenz et al., 2011).

En México la muerte de becerras impacta en el desabasto de recria de ganado lechero
y en el déficit de produccion de leche, y no se logra producir suficientes vaquillas de
reemplazo para mantener el hato nacional ya que se tiene alrededor de 25% de desecho
en los hatos lecheros (Vitela et al., 2004).

Ocampo et al. (2010) describen la etiologia de las enfermedades diarreicas
multifactorial; siendo E. coli-serotipo enterogénico K99+ (Constable, 2004), Salmonella
spp., Clostridium perfringens tipo B y C las bacterias patégenas con mayor incidencia y
mayor tasa de mortalidad; ademas de rotavirus, coronavirus, el parasito Cryptosporidium,

Coccidia y anomalias nutricionales los factores comunes que la desencadenan (Cuadro

2).
Cuadro 2. Agente causal de diarreas en becerras.

Agente Edad becerras (dias) Morbilidad Mortalidad
Escherichia coli 1-7 Alta Alta
Clostridium perfringens 7-28 Baja Alta
Salmonella spp. 10-90 Variable Alta
Rotavirus 4-21 Alta Baja
Coronavirus 4-18 Alta Media
Cryptosporidium 7-30 Alta Baja
Coccidia > 21 Alta Baja




Se ha recurrido al uso indiscriminado de antibiético como medida de manejo ante esta
problemética, causando problemas de resistencia bacteriana y residuos quimicos en
productos para consumo humano (Windschitl et al., 1991; Donovan et al., 2002; Verdonk
et al., 2005; Jurado et al., 2009). Se requieren alternativas para atacar el problema de
diarrea en becerras que dejen de lado el uso de antibiético y den un giro hacia medidas

naturales en el manejo del problema.

2.3.1. Bacterias acido lacticas como antagonistas de enteropatdégenos

Se ha reportado que las bacterias acido lacticas (BAL) son capaces de inhibir el
crecimiento de enteropatdégenos como Salmonella spp. y Escherichia coli (Flickinger et al.,
2003; Bosscher et al., 2006), causantes de diarreas en becerras. Las BAL generan
ambientes poco favorables para el crecimiento de microorganismos patégenos. Debido a
su acentuada capacidad antagonica se agrupan dentro de los alimentos funcionales ya
gue son capaces de generar un efecto benéfico sobre una o mas funciones especificas en
el organismo huésped, mas alla de los efectos nutricionales habituales (Roberfroid, 2000;

Guevara, 2011).

2.4. Biotecnologia aplicada a la nutricion animal

La biotecnologia se puede definir como un conjunto de técnicas en las que se utilizan
organismos vivos, partes de ellos o moléculas derivadas de organismos vivos para
fabricar o modificar productos con un propésito especifico. El objetivo principal de las
biotecnologias relacionadas con la produccion animal es aumentar la eficiencia,
contribuyendo de ese modo a aumentar la produccién del sector pecuario (SE, 2012).

En el campo de la nutricion animal se estan estudiando aplicaciones de productos
biotecnologicos para mejorar el rendimiento y hacer eficientes los procesos dentro de los
organismos. Los prebidticos y probidticos son utilizados como una medida natural para
controlar microorganismos intestinales patdogenos o aumentar la resistencia de los
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animales a éstos (Guevara, 2011).

2.4.1. Los probidticos y prebiéticos

La FAO y la OMS describen a los probioticos como microorganismos vivos que al ser
administrados en cantidades adecuadas, proporcionan o generan efectos benéficos a la
salud del huésped. Se puede sefalar que la ingestion de probioticos favorece la
composicion y actividad de la flora normal del intestino e indirectamente modifican y
favorecen el estado de salud del huésped (De las Cagigas y Blanco, 2002), de la manera
siguiente:

a) Competencia por la adhesion en los receptores del epitelio intestinal y

competencia por nutrientes;

b) Produccion de sustancias antibacterianas;

c) Estimulacion de la inmunidad.

Los prebioticos son ingredientes alimenticios no digeribles que afectan benéficamente
al huésped mediante la estimulacion selectiva de un numero limitado de especies
bacterianas en el colon las cuales inducen efectos benéficos para la salud (De las
Cagigas y Blanco, 2002; Bosscher et al., 2006). La eficacia de un prebiético debe mostrar
varias caracteristicas:

a) No deben ser hidrolizados ni absorbidos en estbmago ni intestino delgado;

b) Su fermentacion debe ser selectiva por la flora intestinal;

c) Estimular el crecimiento y/o actividad de un numero limitado de bacterias benéficas;

d) Inducir efectos benéficos para la salud del huésped.

2.4.2. Uso de probioticos en becerros

El comportamiento animal en respuesta a la adicion de probiéticos a la dieta ha
proporcionado resultados variables expresados en los parametros productivos; esto

puede deberse a la diferencia en las cepas usadas, cantidad de dosis, uso de antibidticos,
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composicién de la dieta, estrategias de alimentacion e interaccion con otros aditivos
alimenticios en la racién diaria (Bazay, 2010).

Estudios como el de Nagashima et al. (2010) reportan diferencias en la presencia de
diarreas en becerros suplementados con 2*10° UFC de Lactobacillus plantarum cepa
Hokkaido con respecto al grupo testigo. Khuntia y Chaudhary (2002) reportan el mismo
efecto benéfico al adicionar a la dieta 100 mL dia™ de leche fermentada con Lactobacillus
acidophilus, L. casei y L. jugarti en concentracion de 10°-108 UFC mL™; esto contrasta con
lo reportado por Cruywagen et al. (1996), quienes indican que no hay efecto de la
suplementacion de 2 mL dia® de 5*10° UFC mL™ Lactobacillus acidophilus sobre la
ganancia final de peso de becerros, pero si sobre la salud sin pérdida de peso las dos
primeras semanas del estudio. Kowalski et al. (2009) no encontraron diferencias en
consistencia de heces ni salud de becerros con el uso de esporas de Bacillus licheniformis
y Bacillus subtilis; 1.32*10° y 1.13*10° UFC kg™ de alimento, respectivamente; pero si una
mayor ganancia en 2 kg. Galvao et al. (2005) reportan diferencia en dias con diarrea
debido al uso de 0.5 g dia®’ (10*10° UFC) de Saccharomyces cerevisiae en la
alimentacion de becerros y coincide con Magalhdes et al. (2008) quienes utilizaron
Saccharomyces cerevisiae al 2% de materia seca del alimento y reportan menor
intensidad en la diarreas, disminuyendo mortalidad, en contraste a lo reportado por
Lesmeister et al. (2004) quienes utilizaron 1% y 2% de materia seca del alimento de
Saccharomyces cerevisiae y no encontraron efecto en incidencia de diarreas, pero si

mayor consumo y mayor altura de los animales al término del estudio.
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Cuadro 3. Comparacioén del efecto del suministro de probidticos en becerros.

Autor (Afo)

Probiotico/dosis

Efecto

Cruywagen et al.
(1996)

Khuntia y
Chaudhary (2002)

Lesmeister et al.
(2004)

Galvéo et al. (2005)

Magalhées et al.
(2008)

Kowalski et al.
(2009)

Nagashima et al.
(2010)

L. acidophilus 2 mL dia’
' de 5*10" UFC mL*

L. acidophilus, L. casei
y L. jugarti 100 mL dia™
leche fermentada 107-
10°® UFC mL*

S. cerevisiae 1%y 2%
materia seca del

alimento

S. cerevisiae 0.5g
10*10° UFC d*

S. cerevisiae 2%
materia seca del

alimento

B. licheniformis y B.
subtilis (esporas)
1.32*10° y 1.13*10°
UFC kg™ de alimento

L. plantarum 2*10°
UFC d*

Sin pérdida de peso las dos primeras

semanas

Disminucion en la incidencia de diarreas

Sin efecto en incidencia de diarreas

Diferencia en dias con diarrea

Menor intensidad en las diarreas,

disminucién en tasa de mortalidad

Sin diferencia en consistencia de heces

ni en salud de becerros

Disminucion en la incidencia de diarreas
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2.5. Inulina

La inulina es un oligosacarido presente en la raiz de los vegetales entre los que
destacan el ajo, cebolla, achicoria y agave. Este producto se considera el principal
carbohidrato de reserva de energia en aproximadamente 36 mil especies de plantas
(Niness, 1999; Roberfroid, 2000). Por su estructura quimica es altamente soluble en agua
por lo que puede ser ingerida disolviéendose en agua, jugo o alimentos. Actualmente la
inulina se utiliza como alimento funcional ya que ayuda a mejorar la digestién y a controlar
algunos factores como la glucosa y el colesterol, ademas de tener impacto positivo en la
flora intestinal. En el Cuadro 4 se describen plantas que contienen cantidades

significativas de inulina.
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Cuadro 4. Contenido de inulina en base fresca (BF) en diversas plantas y grado

de polimerizacién (GP).

Planta

Inulina
(g*100gr * BF)

Grado de

Polimerizacién (GP)

Alcachofa
(Cynara scolymus)

Banana
(Musa cavendishii)

Cebada-granos tiernos
(Hordeum vulgare)

Achicoria
(Cichorium intybus)

Diente de ledn-hojas
(Taraxacum officinale)
Ajo

(Allium sativum)

Topinambur o papa de Jerusalén

(Helianthus tuberosus)

Puerro
(Allium ampeloprasum)

Cebolla
(Allium cepa)

Escorzonera
(Scorzonera hispanica)

Trigo
(Triticum aestivum)

2-7

22

15-20

12-15

13

17-20.5

3-10

1-7.5

20

1-4

GPz 5 =95%
GP=40=87%

GP< 5 = 100%

GP = 2-65
GP <40 =83%
GP240=17%

GP=5=75%
GP =2-50
GP <40 =94%
GP 240 =6%
GP =12
GP =2-12
GP=5=75%
GP<5=50%

Van Loo et al., 1995.
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Estructuralmente, la inulina es un carbohidrato que consiste de enlaces [3,1-2 fructosil-
fructosa. El término fructano se usa para denominar este tipo de compuestos. Existen dos
posibilidades de encontrar la estructura de la inulina: a) tipo GF, con una terminacion en
una molécula de glucosa unida por un enlace a,1-2 (residuo D-glupiranosil, como la
sacarosa; Figura 1A; y b) tipo F, el monémero terminal es un residuo -D-fructopiranosil;
Figura 1B (Flamm et al., 2001; Franck, 2002; Roberfroid, 2005; Roberfroid, 2007; Madrigal

y Sangronis, 2007; Chi et al., 2011; Apolinaro et al., 2013).

HOCH,
O OH
AN O
OH HO
HO HO CH.,
B HO o - — OH | _
HOCH- HOGH, o
]
HO HOJ
- Ll} - n-1 L | A m-2
HOCH- HOCH. O
]
HO HO)
CH-0OH CH,OH
HO HO
A B

Figura 1. Estructura de la inulina. A: Monémero residual D-glupiranosil y B: Monémero
residual B-D-fructopiranosil (Flamm et al., 2001; Madrigal y Sangronis, 2007).

La inulina es una mezcla de oligo y polisacaridos compuestos por unidades de fructosa
con configuracion 3 en el carbono 2-anomérico. Estos enlaces hacen que la inulina sea
resistente a la hidrolisis por enzimas digestivas intestinales. En las plantas la inulina
incorpora de 2 a 100 unidades de fructosa, con grado de polimerizacion variable
dependiendo de la especie de extraccion, las condiciones meteorologicas y de cultivo,
madurez de la planta al momento de la cosecha y el tipo de almacenamiento en

postcosecha (Chi et al., 2011; Apolinaro et al., 2013). Se consideraba a la inulina vegetal
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como una molécula lineal, pero recientemente se demostré que la inulina extraida de
achicoria nativa presenta cierto grado de ramificacion en su composicion molecular
(Roberfroid, 2005). La inulina se hidroliza con endo y exoinulinasas, las exoinulinasas (§3-
D-fructohidrolasas, EC 3.2.1.80) hidrolizan los residuos de fructosa terminales del extremo
no reductor de la cadena y las endoinulinasas (2,1-B-D fructan fructanohidrolasas, EC
3.2.1.7) hidrolizan los enlaces internos (Chi et al., 2011; Apolinaro et al., 2013).

El grado de polimerizaciéon y las ramificaciones son propiedades que influyen en la
funcionalidad de la inulina (Cuadro 5). La fraccién de cadena corta (oligofructosa) es mas
soluble y dulce que las de cadena larga (Inulina e inulina HP). La fraccion de cadena larga
(inulina HP) es menos soluble, mas viscosa y termoestable que la cadena media (inulina).
La inulina modifica propiedades sensoriales y reoldgicas (fluidez-viscosidad) como
sustituto de grasa formando microcristales que interactian en la textura cremosa y genera

una sensacion similar a la grasa (Frank, 2002; Apolinaro et al., 2013).
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Cuadro 5. Caracteristicas de lainulina con base al grado de polimerizacion.

Olicofructosa Inulina Inulina HP
g estandar (cadena larga)
fmi GF
Estructura quimica GF+F, (2sn<7) (ZSnSESO) GF, (10=n<60)
Grado medio de 4 12 25
polimerizacién
Materia seca (%) 95 95 95
Contenido
Inulina/oligofructosa (%MS) 9 92 99.5
Contenido de azucar (%MS) 5 8 <0.5
pH (10% v/v) 5-7 5-7 5-7
Cenizas sulfatadas (%MS) <0.2 <0.2 <0.2
Metales pesados (ppm MS) <0.2 <0.2 <0.2
Apariencia Polvo blanco
Sabor Moderadamente dulce Neutro Neutro
Dulzura (sucrosa =100%) 35% 10% Sin dulzura
Solubilidad en agua a 25 °C S750 120 o5
(/L)
. . 0
Viscosidad en agua (5%) a <1 16 24
10 °C
Funcionalidad en alimentos Sustituto de azucar Sustituto de grasa
Sj : Sinergismo con Sinergismo con agentes
inergismo o
edulcorantes gelificantes

HP. (High Polimerization) Alto grado de polimerizaciéon
GF. Mondmero residual D-glupiranosil; F. Mondmero residual p-D-fructopiranosil
Franck, 2002.

De manera industrial se obtiene para usarla como suplemento dietético a partir de la
achicoria, la extraccién se hace por difusiébn en agua caliente; de manera similar al de la
sacarosa de la remolacha azucarera, seguido por el refinado utilizando tecnologias de la
industria del azucar y almidén, evaporacién y pulverizacién (Franck, 2002; Madrigal y
Sangronis, 2007,

).
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Figura 2. Proceso industrial para la obtencion de inulina a partir de achicoria
(Madrigal y Sangronis, 2007).

2.5.1. Lainulina como prebiético

En diversas investigaciones se confirmé que la inulina es un compuesto prebidtico de
eficacia mayor (Gibson, 1999; Bosscher et al.,, 2006; Roberfroid, 2007). La inulina y
oligofructosa como prebidticos se fermentan en el colon donde promueven el crecimiento
de las poblaciones bacterianas asociadas a un ambiente sano para el colon. Esta
estimulacién se produce porque los fructanos son fermentados facilmente por dichas
bacterias y no son utilizados eficazmente por bacterias patdgenas. Las bifidobacterias,

lactobacilos y eubacterias son consideradas flora benéfica en el colon. Las bacterias &cido
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lacticas se identificaron como un factor de resistencia natural contra microorganismos
potencialmente patdgenos y se asocian con la reduccion susceptible a enteropatégenos y

enfermedades intestinales (Flickinger et al., 2003).

2.5.2. Uso de inulina en humanos

En humanos el uso de inulina como prebidtico siempre esta ligado al uso conjunto con
oligofructosa por el sinergismo que presentan debido al grado de polimerizacion de ambos
productos. Se han asociado propiedades fisiologicas al uso de inulina y oligofructosa
como la modificacion favorable de la microflora del colon, disminucién de pH en colon,
produccion de nutrientes como vitaminas del complejo B, aumento en la absorcion de
minerales (hierro, calcio y magnesio), efecto beneficioso sobre el metabolismo de lipidos y
carbohidratos y reduccion de riesgo de cancer (Kiss y Forgo, 2011).

Las cualidades como prebidtico de la inulina y oligofructosa estan establecidas, existen
estudios donde se estimulé el crecimiento de lactobacilos, bifidobacterias y en menor
grado Clostridium coccides y Eubacterium rectale que son productores de butirato en el
colon. Las bifidobacterias y lactobacilos colonizan superficies del intestino grueso como la
mucosa o regiones del lumen que realizan acciones de proteccion del epitelio de la
mucosa (Roberfroid, 2007).

Experimentos in vitro han demostrado que las bifidobacterias y lactobacilos como
Lactobacillus plantarum crecen en medios de cultivo con inulina como Unicas fuentes de
carbono (Gibson y Roberfroid, 1995; Kaplan y Hutkins, 2000; Rossi et al., 2005; Nazzaro
et al., 2012b). El crecimiento de bifidobacterias en inulina se demostré por primera vez en
1993 por Wang y Gibson. Un aumento en la poblacion de estas bacterias se mostro
cuando se adiciono inulina al medio, pero no cuando se usaron otros carbohidratos como
pectinas, polidextrosa o almidon. A la par se reportd una disminucion paralela de agentes

patdgenos fecales, bacteroides, clostridios y coliformes. Las bacterias acido lacticas
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tienen una enzima pB-fructofuranosidasa inducible capaz de hidrolizar enlaces f,2-1
glicosidicos. Los lactobacilos sintetizan fructosidasas que hidrolizan restos de fructosa
permitiéndoles degradar y metabolizar la inulina eficientemente (Bosscher et al., 2006).

Se han reportado efectos antagonistas de bifidobacterias o lactobacilos cuando se
cocultivan in vitro con enteropatégenos como E. coli, Campylobacter jejuni y Salmonella
enteritidis en medios con inulina. Las bacterias productoras de acido lactico tiene actividad
antibacteriana contra patdégenos por la produccién de &cidos organicos que acidifican el
medio y el pH bajo permite el crecimiento de estas bacterias pero no las patégenas
(Bosscher et al., 2006).

Las especies de bifidobacterias humanas que tienen la capacidad de usar inulina y sus
derivados son B. longum, B. infantis, B. adolescentes, B breve, B, catenulatum, B.
dentium, B pseudocatenulatum, en contraste B. bifidum no tienen la capacidad de
fermentar dichos fructanos (Biedrycka y Bielecka, 2004).

Las especies de lactobacilos que se ha documentado tienen la capacidad de utilizar
inulina como fuente de energia son L. casei, L. rhamnosus, L. paracasei, L. plantarum, L.

brevis, L. bulgaricus (Kaplan y Hutkins, 2000; Desai et al., 2004; Kunova et al., 2011).

2.5.3. Uso de inulina en animales

El destete en cerdos es una etapa estresante que provoca bajo consumo de alimento,
cambios morfologicos e histologicos del intestino delgado, mala digestion y absorcion de
alimentos, proliferaciébn de bacterias que provocan enterotoxemia causando diarreas. El
uso de inulina como complemento en las dietas de destete reducen el impacto de la
transicion, al propiciar el incremento de bifidobacterias y lactobacilos que disminuyen los
patogenos intestinales como E. coli. La suplementacion de inulina en la dieta o agua de
bebida se tradujo en menor nimero de casos con diarrea y reduccion de mortalidad en

comparacién con los grupos testigo (Verdonk et al, 2005).
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Konstantinov et al. (2003; segun Verdonk et al., 2005) estudiaron los cambios en el
tiempo de la predominancia de las comunidades bacterianas fecales en el destete de
cerdos alimentados con dietas que contenian inulina y/o pulpa de remolacha azucarera
utilizando electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante para analizar y describir la
diversidad microbiana en ecosistemas complejos. Los cerdos alimentados con la dieta
que contenfa pulpa de remolacha (10 g Kg™) o inulina mas pulpa (2.5 5 g Kg™) mostraron
mejor diversidad bacteriana y una rapida estabilizaciéon de la comunidad bacteriana
comparada con los animales testigo.

Verdonk et al. (2005) describen las diversas investigaciones in vitro que demuestran
gue la inulina afecta la cinética de fermentacion cuando se usa como sustrato o afecta el
in6culo cuando se incluye en la dieta. Ademas reduce la adherencia de E. coli en el
yeyuno y de Salmonella spp. en el ileon (Naughton et al., 2001; segun Verdonk et al.,
2005).

Los estudios en cerdos canulados referentes al incremento de la absorcion de
minerales por efecto de la suplementacion con inulina y/o oligofructosa indican que no
existe efecto. La suplementacion con 60 g inulina Kg™ no afecto la absorcién y retencién
de calcio, fosforo, magnesio, zinc en ileon. Otro estudio donde utilizaron oligofructosa a 10
y 40 g Kg™* no presenté diferencias en la absorcién de calcio, fosforo y magnesio en ileon,
pero si hubo una diferencia significativa en la digestibilidad de cobre y absorcién de zinc
cuando se suplemento con 40 g de oligofructosa (Flinkinger et al., 2003).

La alimentacion con inulina y derivados es una estrategia practica para el control de
bacterias patdégenas en pollos. Investigaciones sobre la colonizacion de patdgenos
(Salmonella spp. y Campylobacter jejuni) en ciegos usando inulina sola o en combinacién
con probidticos en pollos de engorda se concluye que este tipo de suplementacion
restringe la colonizacién de bacterias patégenas (Verdonk et al., 2005).

Verdonk et al. (2005) mencionan que varios autores evaluaron el efecto de la
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suplementacion de inulina en la colonizacion y difusion de patégenos. En un estudio
realizado por Verdonk y van Leeuwen (2004), se evalud el efecto de la inclusiéon de 20 g
de inulina Kg™ de alimento en la colonizacién y desprendimiento de S. typhimutium y C.
jejuni en pollos de engorda. Se evalué el efecto de adicionar la inulina en cuatro niveles
de inclusién en la aparicion de lesiones causadas por Eimeria acervulina y Clostridium
perfringes, concluyendo que la inulina estimulé el rendimiento de los pollos, pero no afecto
la colonizacion y desprendimiento de S. typhimurium y C. jejuni o la aparicion de lesiones
por E. acervulina y C. perfringes.

En rumiantes la fermentacion ocurre en el rumen donde predominan bacterias
celuloliticas y sacaroliticas que fermentan los fructanos. En heces predominan
Enterococcus, Streptococcus, Clostridios, Lactobacillus y E. coli, de modo que las
diferencias en las poblaciones microbianas y estructuras del tubo digestivo se deben
considerar cuando se analiza el uso de inulina como prebio6tico en rumiantes (Flinkinger et
al., 2003).

Verdonk y van Leeuwen (2004), reportan la evaluacién de 20 g Kg™ de oligofructosa,
inulina, dextrosa o antibiético en sustitutos de leche durante las primeras 3 semanas a la
llegada al corral de engorde, para el rendimiento del peso semanal de terneros, consumo
de alimento diario y consistencia de heces. Los resultados indican que la oligofructosa y el
antibiético presentaron la mejor ganancia de peso, la inulina propicié mejor consistencia
de heces durante el periodo del experimento, pero la flora fecal es inestable y no hubo
efecto en el patron de poblacion bacteriana en heces.

Kaufhold et al. (2000) evaluaron la suplementacién de 0 y 10 g de fructanos d* en
terneros de 10 semanas de edad y 117 kg de peso. El consumo de alimento fue similar
entre grupos, pero el peso de los terneros suplementados tendié a incrementar. Entre sus
conclusiones no encontraron efectos estadisticos por la adicion de inulina sobre las
caracteristicas metabdlicas y endocrinas como la concentracion de glucosa, lactato,
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triglicéridos e insulina en sangre.

Donovan et al. (2002) evaluo el efecto de la sustitucion de inulina por antibiéticos en
terneros alimentados con sustitutos de leche desde el nacimiento hasta 5 semanas de
edad. Evaluaron la ganancia de peso, incidencias de diarreas, eficiencia de la
alimentacion y puntuaciones fecales. Los resultados indicaron que las ganancias de peso,
gravedad de las diarreas y eficiencias de alimentacion no presentaron diferencias entre
tratamientos. Concluyeron que los antibioticos presentes en los sustitutos de leche se
pueden reemplazar con compuestos que actian como prebidticos como la inulina y sus
derivados.

Masanetz et al. (2011) evaluaron el efecto de la inulina como sustituto de antibiéticos.
El efecto de la inulina se evalu6 sobre la salud intestinal y constantes hematoldgicas de
terneros. Entre los resultados la inulina redujo significativamente los recuentos de
trombocitos en sangre periférica, propicié el aumento de la concentracién de hemoglobina
y hematocrito y redujo proporciones de monocitos.

Flinkinger et al. (2003) report6 que la inulina se fermenta mas rapido a pH 6 cuando el
in6culo proviene de borregos alimentados Unicamente con forraje, pero el pH no se ve
afectado cuando el inéculo proviene de un borrego alimentado con 50-50% forraje-grano.
Mientras que la poblacion bacteriana fecal no se vio afectada dado que la fermentacion de

la inulina se produjo en rumen.
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Cuadro 6. Estudios de inulina como prebiotico en animales.

Autor /Ao Especie/Tratamiento

Efecto

. Destete de cerdos.
Konstantinov et al.

(2003) Pulpa de remolacha (10

g Kg™h) o inulina méas
pulpa (2.5, 5 g Kg™b).

Naughton et al. in vitro tejido de cerdo.

(2001) 25 g kg inulina como

soluciéon de incubacion.

Flinkinger et al. Cerdos canulados.

(2003) 40 g de oligofructosa.

Bailey et al. (1991);
Chambers et al. (1997);
Flickinger et al. (2003)

Verdonk y van
Leeuwen (2004)

Pollos.
Inulina.

Pollos de engorda.
20 g de inulina Kg™* de

Verdonk y van
Leeuwen

(2004)

Kaufhold et al.
(2000)

Donovan et al.
(2002)

Masanetz et al.
(2011)

Flinkinger et al.
(2003)

alimento.

Terneros.

20 g Kg™* de OF, inulina
0 antibiético en sustituto
de leche.

Terneros.

Fructanos 0y 10 g d™.

Terneros.
Inulina y uso de
antibiotico.
Terneros.

Inulina 2% de materia
seca.

Borregos.
Inulina.

Aumenta diversidad y estabilizacion
bacteriana.

Reduce adherencia de E. coli en yeyuno
y de Salmonella spp. en ileon.

Aumenta digestibilidad de cobre y
absorcion de zinc.

Sin efecto en absorcion de calcio,
fosforo y magnesio.

Reduce colonizacion por
enteropatdgenos.

Aumenta rendimiento.

Sin efecto en colonizacién y
desprendimiento de S. typhimuriumy C.
jejuni o aparicion de lesiones por E.
acervulina 'y C. perfringes.

Mejora ganancia de peso y consistencia
de heces.

Sin efecto en poblacién bacteriana en
heces.
Aumenta peso de terneros.

Sin efecto en concentracién de glucosa,
lactato, triglicéridos e insulina en sangre.

Sin efecto en ganancia de peso,
gravedad de diarreas y eficiencia de
alimentacion.

Aumenta concentracion de hemoglobina
y hematocrito.

Reduce trombocitos y proporciones de
monocitos en sangre periférica.

Sin efecto en poblacion bacteriana fecal,
la fermentacion se produce en rumen.

Verdonk et al., 2005.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Determinar el potencial de la inulina como estimulante del crecimiento in vitro de

Lactobacillus salivarius y Enterococcus faecium con capacidad probiética para rumiantes.

3.2. Objetivos particulares

e Confirmar la identidad de las cepas Lactobacillus salivarius y Enterococcus faecium
aisladas de calostro y mucosa oral de becerros mediante técnicas moleculares.

e Comparar el crecimiento in vitro de Lactobacillus salivarius y Enterococcus faecium
en medio de cultivo MRS-glucosa y MRS-inulina.

e Comparar el crecimiento in vitro de cocultivos de Lactobacillus salivarius y
Enterococcus faecium en medio de cultivo MRS-glucosa y MRS-inulina.

e Evaluar la supervivencia de Lactobacillus salivarius y Enterococcus faecium
cultivadas in vitro en medio de cultivo MRS-glucosa y MRS-inulina en resistencia a
condiciones de acidez y sales biliares.

e Analizar la actividad in vitro de Lactobacillus salivarius y Enterococcus faecium a
través de la producciéon de &cido lactico y amonio en medio de cultivo MRS-glucosa y
MRS-inulina.

e Evaluar el antagonismo in vitro de Lactobacillus salivarius y Enterococcus faecium
en medio de cultivo MRS-glucosa y MRS-inulina contra Escherichia coli y Salmonella

typhimurium.
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4. HIPOTESIS

La adicion de inulina estimula el crecimiento in vitro de Lactobacillus salivarius y

Enterococcus faecium con capacidad probiotica para rumiantes.
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5. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarrollo en el Laboratorio de Nutricion Animal-Laboratorio de
Microbiologia Ruminal y Genética Microbiana del Postgrado de Recursos Genéticos y
Productividad-Ganaderia del Colegio de Postgraduados, carretera México-Texcoco, km
36.5, Montecillo, Estado de México. La altitud es 2240 m, el clima es templado
subhimedo con lluvias en verano, época seca en invierno, una temperatura promedio

anual de 15.2 °C y 650 mm de precipitacion promedio anual (Garcia, 1988).

5.1. Cepas de bacterias con potencial probidético

Se evalud en un sistema in vitro el efecto de la inulina en el crecimiento de bacterias
con potencial probidtico para rumiantes, clasificadas como bacterias acido lacticas
(BAL).Las bacterias fueron aisladas por Caballero (2014) a partir de muestras de calostro
y de mucosa oral de becerros e identificadas mediante el método bioguimico API50 CHL.
En este estudio se confirm6 su identidad mediante técnicas moleculares. Como control
positivo se utiliz6 Lactobacillus casei ATCC donada por la Dra. Blanca E. Garcia
Almendarez, Profesor-Investigador del Departamento de Investigacién y Posgrado en
Alimentos, DIPA. PROPAC. Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma de

Querétaro.

5.1.1. Identificacidn de las bacterias aisladas de calostro y mucosa oral mediante

técnicas moleculares

La extraccion de material gendmico (ADN) se hizo a partir de cultivos puros de las
cepas Lactobacillus salivarius y Enterococcus faecium; y los meétodos generales de
biologia molecular se establecieron segun el protocolo de Wizad Genomik DNA
Purification (Promega, USA).

El cultivo puro congelado (1.3 mL) se reactivd en 11.7 mL de caldo MRS por 18 h a

37°C y se sembr6 por estria en agar MRS e incub6 por 24 h a 37°C para obtener colonias
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aisladas, de las cuales se tomo una muestra con una punta de micropipeta y se coloco en
30 pL de amortiguador de lisis contenido en un tubo Eppendorf. Se incubé a 95°C por 5
min, después a 4 °C por 5 min y nuevamente a 95°C por 5 min; se centrifugé a 9391 x g 2
min, el sobrenadante se colocé en un tubo estéril y se cuantificé la concentracién de
ADN en el espectrofotometro Nanodrop (Modelo 2000c, Thermo, USA). Posteriormente,
mediante PCR se amplific6 el gen 16S rADN, el cual es usado para el andlisis e
identificacion de procariotas. Se utilizé el ADN molde e iniciadores universales 8F y 1492R
(Cuadro 7), disefiados para alinear regiones conservadas del gen bacteriano 16S rADN.
Se empled el kit PCR Master Mix.

Cuadro 7. Secuencias de los iniciadores para amplificar el gen 16S rADN.

Primer Secuencia 5’-3’ Tamanfo Tm GC,%
8F 5-AGAGTTTGATCC TGG CTC AG-3’ 20 61.5 50
1492 R 5-GGTTACCTT GTTACGACTT-3 19 53.7 42.1

El producto de PCR se purifico con el Kit Wizard SV gel and PCR Cleand VP-System
(Promega, USA) basado en la capacidad del ADN para unirse a membranas de silice. La
minicolumna SV se ensamblé y se hicieron lavados de la membrana para recuperar el
producto de PCR de la minicolumna SV a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL. Los
productos de la amplificacion se analizaron por electroforesis en gel de agarosa (Termo
EC Maxicell Primo EC); para esto, se colocaron 340.5 pL del producto amplificado y un
marcador de 1 Kb. Las bandas de ADN se visualizaron con luz UV en un transiluminador
KODAK Gel Logic 100 Imaging System (365 nm).

La secuenciacién nucleotidica del segmento de ADN se llevé a cabo en el laboratorio
de Biotecnologia de Semillas, Colegio de Postgraduados, Montecillo, Edo. de México,
utilizando el equipo 3130 Genetic Analyzer. La secuenciacion nucleotidica del gen 16S
rADN se realiz0 para cada cepa usando cuatro iniciadores 8F, 1492R, U514F, y 800R, una

vez obtenidos los resultados en el programa Sequencing Analysis v5.3.1 se crearon
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secuencias para cada uno de los aislamientos con el programa BioEdit Sequence
Alignment (v.7.0.9.0). Cada una de estas secuencias se compararon con la opcién
BLAST-Nucleotide del National Center for Biotecnology Information (NCBI)

http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST/.

5.1.2. Selecciéon de bacterias

Con base en la identificacion molecular y a las pruebas de resistencia a pH acido y
sales biliares, realizadas por Caballero (2014), las cepas a utilizar en este estudio se
describen en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Bacterias con potencial probiotico (Caballero, 2014).

Cepas Origen de la cepa
Lactobacillus casei Laboratorio (control positivo)
Lactobacillus salivarius Mucosa oral de becerros
Enterococcus faecium Calostro

5.1.3. Conservacién de las cepas bacterianas

Las muestras se preservaron a -20°C en congelador Frigidaire modelo R134A, USA,
en tubos Eppendorf con 650 pL de suspension bacteriana en caldo Man-Sharpe-Rogosa
(MRS) y 650 uL de glicerol al 50% como crioprotector. Se utiliz6 medio de cultivo MRS

(Fluka-Sigma) como medio selectivo para crecimiento de BAL.
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5.2. Tratamientos

Para determinar el efecto prebidtico de la inulina en BAL con potencial probioético para
rumiantes, se sustituyé en la misma proporcion la glucosa por inulina, presente en el
medio de cultivo (Cuadro 9) y se hicieron cocultivos de cepas de acuerdo a los
tratamientos que se describen en el Cuadro 10.

Cuadro 9. Composicion del medio de cultivo liquido.

Componente, g L™ Medio

MRS-glucosa MRS-inulina

Proteosa Peptona No. 3 10.0 10.0
Extracto de Carne 10.0 10.0
Extracto de Levadura 5.0 5.0
Glucosa 200 -
Inulna e 20.0
Monoleato de Sorbitan 1mL 1mL
Fosfato Dipotasico 2.0 2.0
Acetato de Sodio 5.0 5.0
Citrato de Amonio 2.0 2.0
Sulfato de Magnesio 0.2 0.2
Sulfato de Manganeso 0.05 0.05

pH final 6.5£0.2
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Cuadro 10. Tratamientos experimentales.

Tratamiento Descripcion
T1 MRS-glucosa + L. salivarius
T2 MRS-glucosa + E. faecium
T3 MRS-glucosa + L. casei
T4 MRS-inulina + L. salivarius
T5 MRS-inulina + E. faecium
T6 MRS-inulina + L. casei
T7 MRS-inulina + L. salivarius + E. faecium
T8 MRS-inulina + L. salivarius + L. casei
T9 MRS-inulina + E. faecium + L. casei
T10 MRS-inulina + L. salivarius + E. faecium + L. casei

L.= Lactobacillus; E.= Enterococcus.

5.3. Reactivacion de las cepas bacterianas

Las muestras se reactivaron descongelando gradualmente los viales de -20°C a 4°C a
temperatura ambiente, e inoculando el contenido (1.3 mL) en tubos de ensayo con 11.7
mL de caldo MRS-glucosa o MRS-inulina segun el tratamiento correspondiente (relacion
1/10). Pasado el tiempo de reactivaciéon a 37°C por 12 h, se tomé 1 mL de este medio
para hacer diluciones seriadas en agua peptonada, sembrar en agar MRS y determinar la
concentracion de bacterias por mililitro de inoculo (Cuadro 11).

Para los tratamientos de cocultivos, se reactivdO cada cepa por separado como se
describié anteriormente y se inoculd cada tratamiento en proporciones que guardaran la

relacion 1/10 en el volumen final.
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Cuadro 11. Poblaciéon bacteriana a 12 h de reactivacion.

Medio de cultivo Cepa Logo UFC mL™
MRS-glucosa Lactobacillus salivarius 10.52
Enterococcus faecium 10.03
Lactobacillus casei 10.25
MRS-inulina Lactobacillus salivarius 8.78
Enterococcus faecium 9.79
Lactobacillus casei 9.83

Todos los ensayos y pruebas de esta investigacion se realizaron en campana de flujo
laminar Labconco Logic Modclass Il Type A2, USA, las incubaciones se hicieron en una
estufa marca Riossa modelo 41, México; los materiales y medios de cultivo se
esterilizaron en autoclave Lab Med modelo LMV 40, México, a 121°C a 1.5 atmosferas por
15 min. Cada vez que se preparé medio de cultivo (caldo/agar) se incub6 durante el

periodo de la prueba para evaluar esterilidad.

5.4. Variables evaluadas

5.4.1. Curva de crecimiento bacteriano

Se establecieron pruebas preliminares para determinar tiempos de lectura de
absorbancia y unidades formadoras de colonia (UFC), con la finalidad de describir la
curva de crecimiento bacteriano y su fase exponencial asi como para evaluar la respuesta
a medio aerobico y anaerobico.

Para determinar el uso de la inulina por las bacterias, se midié el crecimiento in vitro.
El crecimiento de las cepas en cada tratamiento se determind por densidad 6ptica con
base en la curva de crecimiento, utilizando espectrofotometria con A=630nm (Varian
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Spectrophotometer UV-Vis Cary 1E, USA) (Desai et al.,, 2004; Garcia et al., 2012;
Smetankova et al., 2012).

Se reactivaron las cepas y se inocularon 12 mL en 108 mL de caldo (1/10) segun el
tratamiento, en matraces Erlenmeyer con capacidad de 125 mL y se incubaron a 37°C por
36 h para los tratamientos en MRS-glucosa y por 60 h para los tratamientos en MRS-
inulina.

Los tiempos de lectura variaron en funcion de la interaccion cepa-sustrato, teniendo
como tiempo inicial (t=0) el momento de inoculacion del producto de la reactivacion en el
tratamiento. Se tomaron al menos 10 tiempos de lectura de densidad Optica para describir
la curva de crecimiento; para los tiempos de inicio y término de la fase de crecimiento
exponencial se hicieron diluciones seriadas y siembra en placa para conteo de bacterias
(Cuadro 12).

Cuadro 12. Tiempos de lectura de absorbancia y siembra en placa para estimar

poblaciones bacterianas.

Tratamiento Tiempo (h)
Lectura de T1, T2y T3 0,1,23,4,5,6,8,12, 24, 30, 36
absorbancia T4 -T10 0, 3,6, 12, 24, 30, 36, 48, 54, 60
Siembra en placa TL12y13 2y9
(inicio y término-fase 76,78, T9y T10 3y24
exponencial) TSy T7 24y 48
T4 30y 48

5.4.2. pH

El pH de cada tratamiento se registro al tiempo inicial, inicio y término de la fase de
crecimiento exponencial y tiempo final de incubacion, para determinar la actividad. Como

control negativo se utilizO un matraz sin inocular siguiendo el procedimiento descrito. La
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lectura de pH se realiz6 con un potenciometro Orion Research SA 210, USA, con un
electrodo Conductronic modelo P100C, México. El potenciometro se calibr6 a pH 7y 4

antes de tomar la lectura de cada horario.

5.4.3. Produccién de acido lactico

Inmediatamente después de registrar la lectura de absorbancia para la curva de
crecimiento bacteriano, de cada uno de los cultivos se tomaron 800 pL de suspension
bacteriana y se depositaron en un tubo Eppendorf con 200 pL de acido metafosforico al
25%. El acido metafosforico se utilizd para estabilizar los componentes presentes en el
medio de cultivo. Los tubos inoculados se dejaron en refrigeracion para posteriormente
hacer la determinacion de acido lactico mediante la técnica de colorimetria descrita por
Taylor (1996; segun Madrid et al., 1999). La produccion de este acido se registro al tiempo
inicial de incubacion, inicio y término de la fase de crecimiento exponencial y al final de la
incubacion para cada cultivo (tratamiento).

Se preparo la curva estandar de acido lactico con 0-30 pg mL™, en intervalos de 5 g,
como describe el protocolo para muestras a analizar.

Después de 8 dias en promedio en refrigeracion las muestras se centrifugaron a 976 x
g 5 min™. Se tomaron 50 pL de sobrenadante y 950 pL de agua destilada (dilucién 1/20)
para el tiempo inicial y el inicio de la fase de crecimiento exponencial, para el término de
la fase de crecimiento exponencial y tiempo final se tomaron 10 pL de muestra y 990 uL
de agua destilada (dilucién 1/100). A cada muestra se le adicionaron 6 mL de acido
sulfarico al 96%. Las muestras se colocaron a 90-100°C por 15 min y se disminuyo la
temperatura a chorro de agua. Se agregaron 100 pL de sulfato de cobre y 200 uL de
parafenilfenol y se mezclé en vértex. Se dejaron reposar 30 min a temperatura ambiente
antes de leer en espectrofotdmetro a A=570 nm (Varian Spectrophotometer UV-Vis Cary

1E, USA). Para la calibracién primero se registraron las lecturas del medio de los
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controles negativos (medios sin inocular) con el mismo proceso descrito, para poner en

cero la lectura del equipo.

5.4.4. Determinacién de amonio

La concentracion de amonio en los medios de cultivo es una determinacion que se
puede relacionar con la cantidad de masa microbiana producida. La cantidad de unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC mL™) que se obtienen del conteo en placa
puede verse afectada por malas técnicas de siembra, dilucion o contaminacion, o
viabilidad de las colonias.

Para determinar el contenido de amonio en los medios de cultivo se utilizo la técnica
descrita por McCullough (1967). La determinacion de amonio se realizd6 en muestras
recolectadas al término de la fase de crecimiento exponencial y tiempo final de
incubacion.

Se prepar6 la curva estandar de amonio a concentracién de 0, 2.5, 5 a 20 mg dL™ en
intervalos de 5 mg dL™, como describe el protocolo para muestras a analizar.

Las muestras con 800 pL de crecimiento bacteriano y 200 pL de acido metafosforico al
25%, preparada para la determinaciéon de acido lactico, se centrifugaron a 976 x g por 5
min™. Del sobrenadante obtenido se tomaron 20 pL y se depositaron en un tubo de
ensayo de 10 mL conteniendo 1 mL de fenol y 1 mL de hipoclorito. Después de la
incubacion a bafio maria a 37°C por 30 min, se agregd 5 mL de agua destilada y se
mezcld en vortex. Las lecturas se tomaron en un espectrofotometro a A=630 nm (Varian
Spectrophotometer UV-Vis Cary 1E, USA). Para la calibracion primero se registraron las
lecturas del medio de los controles negativos (medios sin inocular) con el mismo proceso

descrito, para poner en cero la lectura del equipo.
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5.4.5. Resistencia de las bacterias a acido clorhidrico y sales biliares

Tratando de simular lo que sucede en el lactante al momento de ingerir las bacterias
gue seran parte de la flora normal del intestino, las bacterias con potencial probiotico
evaluadas en esta investigacion, fueron sometidas a un proceso para simular la barrera
gastrica y biliar, para después evaluar la supervivencia y analizar si algun tratamiento
confiere un estimulo después del proceso de estrés.

Se sometieron al proceso de estrés de acuerdo a lo sugerido por Rodriguez et al.
(2008) y Caballero (2014); se reactivaron las cepas inoculando en relacion 1/10 en 10 mL
de caldo de cada tratamiento y se incubaron a 37°C hasta llegar al término de la fase de
crecimiento exponencial (de acuerdo a los horarios establecidos en Cuadro 11). Con la
descripcién de la curva de crecimiento de cada tratamiento, se estiman las UFC mL™ que
hay en el medio. Previamente se esterilizé leche entera de la marca Alpura 2000 clasica®
y se modificd el pH agregando HCI al 0.5 M hasta llegar a pH 4, el pH se determiné con
potenciometro. El pH de la leche sin modificar, después de esterilizar fue de 6.47 + 0.02.

Al llegar al tiempo final de la fase de crecimiento exponencial, el medio con el
crecimiento bacteriano se centrifugd a 2054 x g 10 min™ y se desech¢ el sobrenadante.
Para resuspender la masa bacteriana se agregdé leche acidificada, se homogenizé
perfectamente y se incubd a 37°C por 1 h. Como control negativo se utilizaron los
tratamientos sin inocular y con ajuste de pH.

Se prepararon 10 mL de caldo de los tratamientos y se les agregd 0.3% (p/v) de sales
biliares (Oxgall Difco™) y se esterilizaron. Se retomé la masa celular bacteriana sometida
a prueba de acidez mediante su centrifugacion a 2054 x g 10 min™, se desech¢ el
sobrenadante y se resuspendié la masa en los caldos de los tratamientos con sales
biliares, se incubaron a 37°C por 3 h, homogenizando la mezcla cada 30 min para
asegurar contacto con las sales. Después de este tiempo se tomé 1 mL para hacer

diluciones seriadas y sembrar en agar MRS para determinar la concentracion de UFC mL"
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!y asi determinar la supervivencia de las bacterias con potencial probiético después de
someterlas al estrés del proceso de digestién. La muestra control negativo de la prueba
de acidez se someti6é al mismo proceso de sales biliares y siembra en agar para descartar

contaminacion.

5.4.6. Inhibicion de Escherichia coli y Salmonella typhimurium

Una de las caracteristicas de las bacterias acido lacticas es su capacidad de inhibir el
crecimiento de bacterias causantes de diarrea. Para determinar si la inulina genera un
estimulo en bacterias con potencial probidtico y su efecto inhibidor contra patégenos, se
realizd una prueba de actividad antagdnica segun lo descrito por Zinedine y Faid (2007) y
Das et al. (2010).

Para ambas cepas, E. coli ATCC 25972 (Ec) y S. typhimurium ATCC 14028 (St), se
reactivo en medio soya-tripticaseina (STr) un vial con 2 mL de cultivo, a 37°C durante 24
h, posteriormente se reinoculé 1 mL del crecimiento en 9 mL de medio STr y se hizo
crecer a 37 °C por 12 h. Se hicieron diluciones seriadas en agua peptonada para el
conteo de UFC mL™en placas con agar selectivo para coliformes (bilis-rojo-violeta con
MUG) y agar selectivo para Salmonelas y Shigelas (XLD) para la siembra de Ec y St,
respectivamente.

Las placas que fueron utilizadas en la prueba de antagonismo se sembraron por
extension en superficie con Ec y St respectivamente, asegurando una carga minima 10’
UFC mL™, se dejaron por 1 h a temperatura ambiente antes de colocar los discos
impregnados con el sobrenadante de los cultivos de los tratamientos.

Al término de la fase de crecimiento exponencial para cada cultivo (tratamiento), se
tomaron 2 mL del crecimiento en viales estériles y se llevaron a centrifugar a 6500 x g 10
min™. Se tomé un disco de papel Whatman 541 de 5 mm de diametro, se saturé con

sobrenadante de cada uno de los tratamientos y se coloco en la placa sembrada con Ecy
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St. Se dejaron 2 h a temperatura ambiente para la difusion del liquido en el medio de la
placa y se llevo a incubacion por 24 h a 37°C, para después medir la zona de inhibicién a
partir del disco de papel. Como control negativo se realiz6 el mismo procedimiento
colocando discos impregnados con medio MRS sin inocular en placas con Ec y St.

Paralelamente se sembro Ec y St, tomando su crecimiento como control positivo.
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5.5. Disefio experimental y andlisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar, con diez tratamientos y tres repeticiones
por tratamiento para cada variable. Los datos se analizaron mediante el procedimiento
PROC GLM de SAS (SAS, 2004). Las medias de tratamientos de las variables:
crecimiento bacteriano, pH, produccion de acido lactico, determinacién de amonio y
resistencia a acidez y sales biliares se compararon con la prueba de Tukey (p<0.05).

El modelo estadistico fue:
Yij=p+Ti++ &
Donde:
Y jj = variable de respuesta
M = media general

T ; = efecto del i-ésimo tratamiento

€ | = error experimental
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Curva de crecimiento bacteriano

En la Figura 3 se describe la curva de crecimiento bacteriano para Lactobacillus
salivarius (Ls), Enterococcus faecium (Ef) y Lactobacillus casei (Lc) en monocultivo y en
cocultivo. En ésta se observa que al reemplazar por inulina la glucosa del medio MRS, el
tiempo de reconocimiento del sustrato por Ls y Ef (T4 y T5) se prolonga a 30 y 24 h,
respectivamente, mientras que para la cepa testigo, Lc (T6) el reconocimiento del sustrato
no indica un retraso en el desarrollo de la curva de crecimiento, de acuerdo a lo descrito
por Kneifel et al. (2000), Desai et al. (2004), Kunova et al. (2011), Widodo et al. (2014).
Por otra parte, autores como Kaplan y Hutkins, (2003) y Makras et al. (2005) reportaron
gue las bacterias &cido lacticas tienen las enzimas necesarias para hidrolizar enlaces
glicosidicos 3 2-1, del tipo presente en la inulina.

Al ofrecer la inulina como Unica fuente de carb6n en el medio de cultivo (MRS-inulina),
las cepas alcanzaron una lectura de absorbancia mayor a 2.5, mientras que la lectura del
crecimiento en medio MRS-glucosa se mantuvieron por debajo del mismo valor (Fig. 3a'y
3b). Esto evidencia que la presencia de inulina ejerce un estimulo en el crecimiento de las
bacterias, superior al observado con glucosa como fuente de carbono. Al comparar el
crecimiento bacteriano de los tratamientos que incluyeron como sustrato inulina en
monocultivos o cocultivos (Figura 3b y 3c), la curva de crecimiento describe un menor
tiempo de reconocimiento del sustrato para los tratamientos que contienen Lc en cocultivo
(T8, T9 y T10), y se comportan de forma similar al crecimiento observado con Lc en
monocultivo (T6); para el tratamiento que implicé Ls y Ef (T7) el tiempo de reconocimiento
del sustrato se alarga a 24 h.

En medio MRS-glucosa se observa que Ls (T1) tiene una fase de crecimiento

exponencial acelerada; sin embargo, el valor de absorbancia a tiempo final es mayor y
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significativo (p<0.05) cuando crece en medio MRS-inulina (T4) (DO: 2.35 vs. 2.83). Este
comportamiento difiere de lo registrado por Saminathan et al. (2011), quienes no
encontraron diferencias entre el crecimiento de Ls en medio MRS enriquecido (1% p/v)
con glucosa o con fructoligosacaridos (FOS) (DO: 1.85 vs. 1.55) en incubaciones a 24 h,
esto se puede relacionar con la presencia de glucosa, lo cual no obliga a la cepa a utilizar
el derivado de inulina (FOS) de manera mas eficiente.

El mayor valor de absorbancia registrado en este trabajo se presento en el cocultivo de

Ls y Lc en MRS-inulina (T8) (DO: 2.93).
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Figura 3. Crecimiento de Lactobacillus salivarius (Ls), Enterococcus faecium (Ef) y Lactobacillus casei (Lc) en monocultivo en

medio MRS-glucosa (a) y MRS-inulina (b) y en cocultivo en medio MRS-inulina (c). T1= MRS-glucosa+Ls, T2= MRS-glucosa+Ef, T3= MRS-

glucosatLc, T4= MRS-inulina+Ls, T5= MRS-inulina+Ef, T6= MRS-inulina+Lc, T7=MRS-inulina+Ls+Ef, T8= MRS-inulina+Ls+ Lc, T9= MRS-inulina+Ef+Lc y T10=
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El Cuadro 13 describe el cambio en la absorbancia a tiempo final, donde existieron
diferencias (p<0.05) entre T4, T5, T6, T7, T8, T9y T10 (MRS-inulina) y T1, T2y T3 (MRS-
glucosa). Los valores observados en este trabajo se encuentran cercanos a los valores
maximos reportados por Kaplan y Hutkins (2000), quienes adicionaron
fructoologosacaridos al 2% (p/v) en medio de cultivo MRS, al estudiar el crecimiento de
cepas probidticas a 24 h (DO: 2.4 L. casei y 2.8 L. plantarum); y son mayores a los
reportados por Goderska et al. (2008) quienes tuvieron una lectura maxima de
absorbancia de 1.6 con oligofructosa y de 1.0 con inulina, adicionados al 33% de peso
seco al medio MRS con L. acidophilus en crecimiento a 72 h.

Cuadro 13. Lecturas de absorbancia a tiempo final y poblacion bacteriana al

término de la fase exponencial (TFE).

Tratamiento  Absorbancia (630 nm)  Logio UFC mL™ TFE

T1 2.35¢ 10.98¢
T2 2.28 ¢ 10.76¢
T3 2.30¢ 11.29¢
T4 2.832bc 13.11°¢
T5 2.67°¢ 13.63°
T6 2.64°¢ 13.77 2
T7 2.758b¢ 12.93¢¢
T8 2.932 12.74¢¢
T9 2.72°¢ 12.43¢¢
T10 2.88 2P 12.92°¢d

Ls=Lactobacillus salivarius, Ef=Enterococcus faecium, Lc=Lactobacillus casei.
T1=MRS-glucosa+tLs, T2=MRS-glucosa+Ef, T3=MRS-glucosa+Lc, T4=MRS-inulina+Ls,
T5=MRS-inulina+Ef, T6=MRS-inulina+Lc, T7=MRS-inulina+Ls+Ef, T8=MRS-inulina+Ls+
Lc, T9=MRS-inulina+Ef+Lc y TL0=MRS-inulina+Ls+Ef+Lc.

a, b, c, d: Medias con la misma letra no muestran diferencias significativas (p<0.05).
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El mayor conteo (p<0.05; Cuadro 13) de unidades formadoras de colonias al término
de la fase de crecimiento exponencial fue para los tratamientos en medio MRS-inulina;
aunque soélo existe diferencia (p<0.05) entre los monocultivos de E. faecium y L. casei en
MRS-inulina (T6, 13.77 y T5, 13.63 Logio UFC mL™), con relacién a los otros tratamientos.
Esto indica que bajo las condiciones de este estudio, no existié relacion directa y
proporcional entre la lectura de absorbancia y el conteo de células; ya que los
tratamientos que registraron el mayor valor de absorbancia (T4 y T8), no fueron los que
presentaron el conteo de células més alto (TS5 y T6).

Conteos bacterianos inferiores fueron reportados por Goderska et al. (2008) con L.
acidophilus en medio con oligofructosa e inulina (9.0 y 7.5 Logio UFC mL™). Esto se puede
explicar por factores como la cantidad de bacterias en el in6culo inicial, el tipo de cepay a
gue en la investigacion sefalada suplementd al medio MRS con oligofructosa e inulina;
mientras que en esta investigacion, se sustituyo la fuente de carbon del medio. Kunova et
al. (2011) reportan un conteo de 8.20 Logio UFC mL™ para las diferentes cepas de
Lactobacillus en crecimiento a 24 h en medio de cultivo con inulina como Unica fuente de
carbon; el crecimiento en inulina fue mayor al crecimiento con otros prebi6ticos como
fuente de carbon. Con base en esta informacién, se observa similitud en la tendencia de
los resultados entre el estudio de Kunova et al. (2011) y la presente investigacién, donde
existe mayor conteo de células viables en el medio con inulina como fuente de carbén.

Las diferencias en el conteo de UFC se pueden deber al indculo inicial y al tiempo de
crecimiento donde Kunova et al. (2011) establecieron un tiempo Unico para todos los
cultivos y en esta investigacion el horario de muestreo se tomdé con base al desarrollo de
la curva de crecimiento, para asegurar tener lectura al término de la fase de crecimiento
exponencial. De manera similar, Nazzaro et al. (2012a; 2012b) reportan un crecimiento
similar en medios con inulina para L. acidophilus (12.08 Log:io UFC mL™) y L. plantarum

(10.28 Logio UFC mL™).
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En el Cuadro 14 se observa que T1 (L. salivarius MRS-glucosa) tiene el tiempo de
generacion mas corto con 98.88 min; sin embargo, en medio MRS-inulina aumenta a
188.34 min (T4); por lo que no se puede relacionar la adicion de inulina con un efecto
constante en el tiempo de generacion; ya que para el T2 (E. faecium MRS-glucosa), va de
144.86 min a 103.40 min en MRS-inulina (T5), esto implica una interaccion especifica
entre cepa y sustrato, y se corrobora al analizar el tiempo de reconocimiento descrito en la
curva de crecimiento (Figura 3). Los tiempos de generacion para los demas tratamientos
estan en el rango de 100 a 180 min. Desai et al. (2004) analizaron el efecto de adicionar
prebibticos (5% p/v) en leche descremada reconstituida obteniendo con la adicién de
inulina un tiempo de generacion de 35815 min para L. casei como la cepa de
Lactobacillus, con mejor interaccién con inulina; la diferencia entre estos resultados y los
de la presente investigacion se pueden relacionar al medio donde se dio el crecimiento;
en este caso se tienen los componentes Optimos para el crecimiento de bacterias acido
lacticas, con la sustitucion de glucosa por inulina. Saminathan et al. (2011), estimaron
tasas especificas de crecimiento (h™) que reflejan un tiempo de generacién de 134 min
para L. gallinarum, de 149 min para L. reuteri y de 62 min para L. salivarius en medio
MRS enriquecido (1% p/v) con fructoligosacaridos. Mejia et al. (2007) obtuvieron tiempos
de generacién en el rango de 84 a 120 min en crecimiento a 12 h en MRS para 22 cepas
de Lactobacillus aisladas de heces de nifios y muestras vaginales, con el fin de evaluar la
capacidad probidtica in vitro.

Los valores de tiempo de generacion obtenidos en el estudio de Mejia et al. (2007) y

en el presente estudio son comparables, disparandose los valores de T2, T4y T9.
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Cuadro 14. Poblacién bacteriana al inicio y al término de la fase exponencial

(IFE, TFE, respectivamente) y tiempo de generacion.

Log 10 UFC mL*

Tratamiento Tiempo de
IFE TEE generacion (min)
T1 9.65 ¢ 10.98 ¢ 98.88
T2 9.73°¢ 10.76 ° 144.86
T3 10.04 ¢ 11.29 ¢ 102.90
T4 11.39 @ 13.11° 188.34
15 9.44°¢ 13.63° 103.40
16 10.56 ° 13.77°2 118.21
T7 9.53°¢ 12.93°¢ 118.52
T8 9.66 ° 12.74°¢ 123.24
19 10.22°¢ 12.43¢°¢ 176.50
T10 9.63° 12.92°¢¢ 112.24

Ls=Lactobacillus salivarius, Ef=Enterococcus faecium, Lc=Lactobacillus casei.

T1=MRS-glucosa+Ls, T2=MRS-glucosa+Ef, T3=MRS-glucosa+Lc, T4=MRS-inulina+Ls, T5=MRS-inulina+Ef,
T6=MRS-inulina+Lc, T7=MRS-inulina+Ls+Ef, T8=MRS-inulina+Ls+ Lc, T9=MRS-inulina+Ef+Lc y T10=MRS-
inulina+Ls+Ef+Lc.

a, b, ¢, d: Medias con la misma letra no muestran diferencias significativas (p<0.05).

Hubo diferencia entre tratamientos en el conteo de células al inicio de la fase de
crecimiento exponencial, fueron mayores para T4 y T6 (11.39 y 10.56 Log;o UFC mL™,
respectivamente). Al analizar el crecimiento (Figura 4) como la diferencia de la poblacion
bacteriana (UFC mL™) al término de la fase de crecimiento exponencial menos la
poblacién a inicio de la fase de crecimiento exponencial, hubo mayor crecimiento en T5,
posteriormente en T6, T7, T8 y T10. Los tratamientos en medio MRS-glucosa (T1, T2 y
T3) no presentan diferencias. Los resultados evidencian un efecto estimulante de la

inulina en el crecimiento de L. salivarius, E. faecium y L. casei, tanto en monocultivos
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como en cocultivos.
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Figura 4. Poblacion bacteriana al inicio y término de la fase de crecimiento

exponencial (IFE, TFE, respectivamente). Ls=Lactobacillus salivarius, Ef=Enterococcus faecium,

Lc=Lactobacillus casei. T1=MRS-glucosa+Ls, T2=MRS-glucosa+Ef, T3=MRS-glucosa+Lc, T4=MRS-
inulina+Ls, T5=MRS-inulina+Ef, T6=MRS-inulinatLc, T7=MRS-inulina+Ls+Ef, T8=MRS-inulina+Ls+ Lc,
T9=MRS-inulina+Ef+Lc y T10=MRS-inulina+Ls+Ef+Lc.

6.2. pH

El pH a tiempo inicial (Cuadro 15) fue menor para T1, T2 y T3 (reactivados en medio
MRS-glucosa) en comparacion con los tratamientos reactivados en medio MRS-inulina;
esto se explica debido al efecto del pH del inoculo inicial, con base en que la curva de
crecimiento en medio MRS-glucosa es mas acelerada. Al inicio de la fase de crecimiento

exponencial el valor de pH mas bajo lo presenta T1 (p<0.05), y se relaciona con un

46



desarrollo de la curva de crecimiento en menor tiempo; al término de la fase de
crecimiento exponencial sélo T2 y T3 presentan un valor de pH mayor de 4 (4.86 y 4.80) y
a tiempo final todos los tratamientos estuvieron en el rango de 3.67 a 3.92; después del
tiempo inicial no se observé una tendencia clara del pH en medios de cultivo MRS-
glucosa o MRS-inulina. Parece no existir relacion entre el valor de absorbancia, conteo de
células y valor de pH entre tratamientos en los diferentes tiempos de toma de datos.

Cuadro 15. Lecturas de pH a tiempo inicial, inicio de la fase exponencial (IFE),

término de la fase exponencial (TFE) y tiempo final de incubacion.

Tratamiento  Tiempo inicial IFE TFE Tiempo final
T1 5.47 © 4.73¢ 3.76° 3.77°¢1
T2 5.96 " 5.622P¢ 4.86 2 3.902°
T3 5.90° 5.56"°¢ 4.80 2 3.92°2
T4 6.33° 5.582P¢ 3.88°°¢ 3.73°¢¢
T5 6.32 2 5.55°°¢ 3.82°°¢ 3.71°¢
T6 6.27 2 5.742° 3.96° 3.67¢
T7 6.312 5.43° 3.88°°¢ 3.77°¢
T8 6.28 2 5772 3.76° 3.77°¢
T9 6.25 2 5.742P 3.73°¢ 3.80°°
T10 6.28 2 5.77 2 3.77°¢ 3.832P¢

Ls=Lactobacillus salivarius, Ef=Enterococcus faecium, Lc=Lactobacillus casei.

T1=MRS-glucosa+Ls, T2=MRS-glucosa+Ef, T3=MRS-glucosa+Lc, T4=MRS-inulina+Ls, T5=MRS-inulina+Ef,
T6=MRS-inulina+Lc, T7=MRS-inulina+Ls+Ef, T8=MRS-inulina+Ls+ Lc, T9=MRS-inulina+Ef+Lc y T10=MRS-
inulina+Ls+Ef+Lc.

a, b, c, d: Medias con la misma letra no muestran diferencias significativas (p<0.05).

El valor de pH a tiempo inicial, cuando se reactiva en medio MRS-inulina fue similar a
lo reportado por Desai et al. (2004) a tiempo 0 en el rango de 6.23 a 6.35. Goderska et al.

(2008) reportan valores de pH superiores a 5.0 para L. acidophilus cuando se cultiva con
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inulina a 48 h, mientras que con oligofructosa alcanza hasta 3.68, este valor es cercano a
los observados al término de la fase de crecimiento exponencial y a tiempo final de esta
investigacion.

Olson y Aryana (2012) describen el mismo comportamiento en la modificacion de pH
para L. acidophilus en la adicidon de prebioticos (oligofructosa, inulina e inulina HP) a dos
concentraciones (1 y 3%) en leche descremada, teniendo un pH inicial de 6.25 y
relacionaron la curva de crecimiento con el valor de pH, registrando valores de pH
cercanos a 55 y 5.7 (1 y 3% prebibtico, respectivamente) cuando inicia la fase de
crecimiento exponencial.

Winarti et al. (2013) obtuvieron valores minimos de pH de 6.13 y 5.69 con L. casei en
medio MRS sustituyendo la glucosa por inulina obtenida de Dioscorea esculenta e inulina
comercial respectivamente. El valor maximo de unidades formadoras de colonias que
estos autores reportan es cercano a 8.5 Logio UFC mL™, valores inferiores a lo reportado
en esta investigacion, esto se puede relacionar con la diferencia de pH.

Kareem et al. (2014) reportaron valores de pH de 3.80 a 4.38 durante el crecimiento de
diferentes cepas de L. plantarum en medio MRS suplementado con niveles crecientes de
inulina (0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 %) e incubados a 24 h, similares a los observados al

término de la fase de crecimiento exponencial en esta investigacion.

6.3. Produccioén de acido lactico

La produccion de acido lactico (Cuadro 16) a tiempo inicial de incubacién e inicio de la
fase de crecimiento exponencial no presenté una tendencia definida a pesar de existir
cambios entre tratamientos (p<0.05). En cambio, la produccién de acido lactico fue mas
alta (p<0.05) al término de la fase de crecimiento exponencial y a tiempo final de
incubacion en T1, T2 y T3, medio MRS-glucosa.

Desai et al. (2004) reportan una produccién de &cido lactico de 1540 mg L™ a 48 h de
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incubacion con cepas de L. casei e inulina; las diferencias en los valores de dichos
autores y el presente estudio se pueden explicar por la limitacion de nutrientes en el
sustrato (leche descremada reconstituida) que utilizaron como medio de cultivo en su
estudio.

Cuadro 16. Produccion de acido lactico a tiempo inicial, inicio de la fase

exponencial (IFE), término de la fase exponencial (TFE) y tiempo final de

incubacion.
(mg LY
Tratamiento
Tiempo inicial IFE TFE Tiempo final
T1 648.2 @ 926.1 2P¢ 8851.92 9097.42
T2 376.9¢¢ 756.9 P°¢ 9370.82 9289.92
T3 570.3% 1033.8 2P 8862.42 9399.92
T4 217.5° 869.9 ab¢ 5643.5°9¢ 5365.6 ¢
T5 310.1°¢ 895.7 ab¢ 4622.4" 7150.6 ¢
T6 477.1° 864.6 2P¢ 5093.4°" 7374.6°°¢
T7 318.7°¢¢° 1018.9 2P 5574.3°¢ 6073.6 ¢
T8 369.1°¢¢ 910.6 aP¢ 6771.0° 5992.1¢
T9 392.8° 8425 @b 6283.8°¢d 5924.5¢
T10 366.1°° 1069.2 2 6450.2°¢ 8110.2°

Ls=Lactobacillus salivarius, Ef=Enterococcus faecium, Lc=Lactobacillus casei.

T1=MRS-glucosa+Ls, T2=MRS-glucosa+Ef, T3=MRS-glucosa+Lc, T4=MRS-inulina+Ls, T5=MRS-inulina+Ef,
T6=MRS-inulina+Lc, T7=MRS-inulina+Ls+Ef, T8=MRS-inulina+Ls+ Lc, T9=MRS-inulina+Ef+Lc y T10=MRS-
inulina+Ls+Ef+Lc.

a, b, ¢, d: Medias con la misma letra no muestran diferencias significativas (p<0.05).
6.4. Amonio

La concentracion de amonio detectada al término de la fase de crecimiento
exponencial de crecimiento (Cuadro 17) presento diferencias (p<0.05) entre tratamientos,

resultando mas alta (p<0.05) en T7, T9 y T10 con relacién a T1, T2 y T3, evidenciando el
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efecto de la inclusién de inulina y el uso de cocultivos. Para el tiempo final de incubacién,
los tratamientos en medio MRS-inulina (T4, T5, T6, T7, T8, T9 y T10) presentaron mayor
(p<0.05) produccién de amonio que los tratamientos en medio MRS-glucosa (T1, T2 y T3).
Este comportamiento en la produccion de amonio lo podemos relacionar con el mayor
conteo de unidades formadoras de colonias al término de la fase exponencial de la curva
de crecimiento en los tratamientos MRS-inulina.

Cuadro 17. Produccion de amonio al término de la fase exponencial (TFE) y a

tiempo final de incubacién.

_ (mg dL™)
Tratamiento

TFE Tiempo final
T1 3.65¢ 3.32°¢d
T2 3.98°¢ 2.56¢
T3 4.26°¢¢ 3.84P¢cd
T4 5.392P¢d 5.732°
T5 5.272P¢d 5.462°°¢
T6 6.212° 6.622
T7 7.12% 6.28°
T8 6.062"°°¢ 6.452
T9 7.19° 6.232
T10 6.70° 6.63°

Ls=Lactobacillus salivarius, Ef=Enterococcus faecium, Lc=Lactobacillus casei.
T1=MRS-glucosa+Ls, T2=MRS-glucosa+Ef, T3=MRS-glucosa+Lc, T4=MRS-inulina+Ls,
T5=MRS-inulina+Ef, T6=MRS-inulina+Lc, T7=MRS-inulina+Ls+Ef, T8=MRS-inulina+Ls+
Lc, T9=MRS-inulina+Ef+Lc y T10=MRS-inulina+Ls+Ef+Lc.

a, b, ¢, d: Medias con la misma letra no muestran diferencias significativas (p<0.05).
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6.5. Resistencia a acido clorhidrico y sales biliares

El conteo de células después de la exposicion a acido clorhidrico y sales biliares
(Cuadro 18) presenta porcentajes de supervivencia superiores a 90% para todos los
tratamientos. El conteo de unidades formadoras de colonias después de la exposicion
muestra el mismo efecto que cuando no son sometidos a estrés, con mayor conteo en los
tratamientos en medio MRS-inulina, siendo T5, T6 y T7 los que presentan mayor namero
de UFC mL™? (Logio 12.89, 12.49 y 12.81). Los resultados evidencian que E. faecium
presenta un porcentaje de supervivencia mayor de acuerdo a lo registrado en los
tratamientos T2:96.75%; T5:94.57%; T7:99.07%; T9:98.96% y T10:94.13% en contraste a
la presentada por L. casei en medio MRS-inulina (T6). Lo anterior evidencia la habilidad
especifica de cada cepa para protegerse en ambientes adversos.

Desai et al. (2008) analizaron la supervivencia de 22 cepas de Lactobacillus a
diferentes pH, y sales biliares a diferentes tiempos. Como base (antes de exposicion)
encontraron crecimientos en el rango de 12.19 a 12.42 Log;o UFC mL™; para un tiempo
de contacto de 1 h en medio acidificado a pH 3, tuvieron supervivencias de 50% para
algunas cepas y hasta 95% para otras; para sales biliares, la concentracion mas baja que
utilizaron fue 1.0% (p/v) encontraron con 3 h de exposicion, supervivencias de hasta 97%,
pero disminuyendo hasta 35% para otras cepas. Estos resultados pueden ser
comparables con los encontrados en la presente investigacion donde se alcanzan
porcentajes de 90% de supervivencia, aun cuando las condiciones de estrés a las células
fueron mas agresivas en el trabajo de Desai et al. (2008). La habilidad para la
supervivencia a medios acidos y presencia de sales biliares es expresada de diferente

manera entre cepas pertenecientes al mismo género.
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Cuadro 18. Poblacion bacteriana al término de la fase de crecimiento
exponencial (TFE), células expuestas a acido clorhidrico (pH 4) y sales biliares
(0.3% p/v) y porcentaje de supervivencia.

Log 10 UFC mL™

Tratamiento Supervivencia, %
TFE Células expuestas
T1 10.98¢ 10.38° 94.46
T2 10.76 ¢ 10.41° 96.75
T3 11.29¢ 10.81° 95.70
T4 13.11°¢ 12.08°¢ 92.08
T5 13.63° 12.892 94.57
T6 13.772 12.49°°¢ 90.68
T7 12.93°¢¢ 12.812° 99.07
T8 12.74°¢ 12.06 ¢ 94.64
T9 12.43°¢ 12.30°¢ 98.96
T10 12.92¢¢ 12.16°¢ 94.13

Ls=Lactobacillus salivarius, Ef=Enterococcus faecium, Lc=Lactobacillus casei.

T1=MRS-glucosa+Ls, T2=MRS-glucosa+Ef, T3=MRS-glucosa+Lc, T4=MRS-inulina+Ls, T5=MRS-inulina+Ef,
T6=MRS-inulina+Lc, T7=MRS-inulina+Ls+Ef, T8=MRS-inulina+Ls+ Lc, T9=MRS-inulina+Ef+Lc y T10=MRS-
inulina+Ls+Ef+Lc.

a, b, ¢, d: Medias con la misma letra no muestran diferencias significativas (p<0.05).

Nazzaro et al. (2012b) reportan un 75% de supervivencia para la cepa L. plantarum en
medio MRS con inulina (20 gL™) después de someter a simulacién de estrés por jugo
gastrico a pH de 2.0 y pancreatico, siendo superior al 61% de supervivencia en medio
MRS enriguecido con glucosa. El conteo de células viables después del estrés digestivo
puede que difiera a lo encontrado en esta investigacion debido al pH y al tiempo de
exposicion al pH (180 vs. 60 min).

Messaoudi et al. (2013), documentaron en una revision la capacidad de L. salivarius

como probidtico. Dunne et al. (2001) reportan un crecimiento de hasta 9.55 Log;o UFC
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mL? a pH 2.5 con 60 min de exposicién, lo que representa carca del 100% de
supervivencia comparado al tratamiento sin exposicion; y una resistencia hasta al 5% de
concentracion de sales biliares de bovino. Narakaew et al. (2010) analizaron la capacidad
probidtica de L. salivarius aislada del intestino de pollos; la tasa de supervivencia a 16 h
de exposicion fue de 76.63% y 77.88% (pH 3.0 y 3.5), valores por debajo a lo encontrado
en esta investigacion, pero manteniendo la concentracion necesaria de bacterias para ser
considerado probidtico.

Acurcio et al. (2014) reportan tasas de supervivencia de hasta 100% para E. faecium
aisladas de leche de borregas y sometidas a pH de 2.0 por 3 h y hasta de 77% de
supervivencia en exposicion a medio con 0.3% de sales biliares (oxgall) por 18 h. Los
valores reportados corroboran la capacidad encontrada en esta investigacion de E.
faecium para soportar condiciones de pH bajo y presencia de sales biliares.

Las diferencias entre la tasa de supervivencia reportada en las investigaciones de
caracterizacion de cepas probidtica y la encontrada en esta investigacion se puede
relacionar al modo de exposicion de las bacterias a la acidificacion y a sales biliares. En
esta investigacion se simuld la ruta biol6gica desde que se consume el probi6tico, es decir
como alimento funcional con un medio que le confiera soporte fisioldgico, (yogurt, queso,
crema o leche) pasando por exposicion a acidez y sales biliares hasta que se establece

en el tubo digestivo posterior.

6.6. Inhibicion de Escherichia coli y Salmonella typhimurium

Las bacterias acido lacticas (BAL) son capaces de ejercer un efecto inhibitorio en el
crecimiento de cepas patégenas a través del pH bajo, produccion de acido lactico,
enzimas, metabolitos, agentes liticos y bacteriocinas, que resultan antagénicos para la

viabilidad de patégenos (Tagg et al., 1976; Monroy et al., 2009; Saranraj et al., 2013).
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En el cuadro 19 se describe el efecto inhibitorio de la exposicién de E. coli (Ec) y S.
typhimurium (St) al sobrenadante del crecimiento a término de la fase exponencial de los
tratamientos. Se observa que todos los tratamientos tuvieron efecto antagoénico en el
desarrollo de ambas cepas patdégenas, siendo T2 y T5 (Enterococcus faecium) la cepa
con menor inhibicidn para Ec pero teniendo mejor efecto contra St. No existe evidencia de
relacion entre tratamientos y actividad antagonica, esto indica una interaccion especifica
entre bacterias. Los tratamientos con cocultivos (T7-T10) mantienen el efecto inhibitorio;
esto es una buena sefial ya que a nivel fisiolégico existe un ambiente diverso (microflora
del colon) donde las bacterias probiéticas deben producir las sustancias inhibitorias para
mantener la salud intestinal.

Vélez et al. (2015) reportan efecto inhibitorio de dos cepas de BAL asiladas de calostro
de cerdas contra St. Amorocho (2011) aislé 131 cepas de BAL a partir de leche de oveja
guirra y reporta el efecto inhibitorio de 24 de estas cepas contra tres variedades de
Salmonella. Dixit et al. (2013) reportan diferencia en la inhibicion entre tres cepas de
Lactobacillus acidophilus contra Ec y St, lo cual se relaciona con una interaccion
especifica entre cepa y enteropatdgeno. Zinedine y Faid (2007) reportan diferentes niveles
de inhibiciébn de cepas de bifidobacterias contra Ec y St. Jurado et al. (2009) reportan
efecto inhibitorio en el crecimiento de Ec y otras cepas patdégenas pero no contra St, de
bacterias probiodticas aisladas del intestino grueso de cerdos. Rodriguez et al. (2008)
reportan la inhibiciébn en el crecimiento de Ec con Lactobacillus casei y Lactobacillus
acidophilus.

Se ha descrito la accién antagonica de Lactobacillus salivarius (Svetoch et al., 2011,
Messaoudi et al., 2013; Rondon et al., 2013) y Enterococcus faecium (Nascimento et al.,

2010; Enan et al., 2014; Zheng et al., 2015) contra diversos patdgenos.
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Cuadro 19. Inhibicién de bacterias enteropatégenas.

Tratamiento E. coli S. typhimurium
T1 + +
T2 + +
T3 + +
T4 ++ +
T5 * +
T6 ++ ++
T7 + ++
T8 + +
T9 ++ ++
T10 ++ +

Ls=Lactobacillus salivarius, Ef=Enterococcus faecium, Lc=Lactobacillus casei.
T1=MRS-glucosa+tLs, T2=MRS-glucosa+Ef, T3=MRS-glucosa+Lc, T4=MRS-inulina+Ls,
T5=MRS-inulina+Ef, T6=MRS-inulina+Lc, T7=MRS-inulina+Ls+Ef, T8=MRS-inulina+Ls+
Lc, T9=MRS-inulina+Ef+Lc y T10=MRS-inulina+Ls+Ef+Lc.

Inhibiciéon (halo)= +< 2mm, += 2mm, ++> 3mm.



7. CONCLUSIONES

Las cepas identificadas inicialmente como Lactobacillus salivarius y Enterococcus
faecium fueron confirmadas mediante técnicas moleculares.

El crecimiento in vitro de Lactobacillus salivarius y Enterococcus faecium en medio
MRS-inulina fue mejor que el registrado en medio MRS-glucosa. El crecimiento in vitro en
medio con inulina de monocultivos y cocultivos fue similar. La presencia de inulina en el
medio MRS redujo la produccioén de acido lactico pero favorecié la produccién de amonio
por Lactobacillus salivarius y Enterococcus faecium. La presencia de inulina en el medio
no afecto la tasa de supervivencia de Lactobacillus salivarius y Enterococcus faecium en
exposicion a &cido clorhidrico y sales biliares. El antagonismo de Lactobacillus salivarius y
Enterococcus faecium contra el crecimiento de Escherichia coli y Salmonella typhimurium
no fue afectado por la presencia de inulina en el medio.

Con base en la curva de crecimiento y al conteo de unidades formadoras de colonias,
se observa que la inulina genera un efecto estimulante en el crecimiento in vitro de
Lactobacillus salivarius y Enterococcus faecium sin alterar su capacidad probiotica; por lo

cual la inulina es un prebidtico.
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