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RESUMEN

El consumo de probidticos en productos lacteos ha aumentado progresivamente los ultimos
diez afos, por lo que es necesario conocer si estos microorganismos son capaces de
sobrevivir a las condiciones del sistema gastrointestinal y colonizar la microbiota intestinal.
El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la supervivencia de la cepa
Bifidobacterium sp. presente en yogur suplementado con prebidtico inulina al 5%y 6.5% y
compararla con un yogur comercial, frente a las condiciones gastrointestinales simuladas

mediante el método in vitro INFOGEST.

En la presente investigacion se empled un protocolo descrito por Minekus (2014) y
posteriormente actualizado por Brodkorb (2019), el cual fue modificado dividiendo la fase
intestinal en fase duodenal y fase intestinal. Durante la fase duodenal se evalu¢ la tolerancia
de las bacterias al estrés acido ocasionado por la exposicidn al jugo pancreatico y a las sales
biliares, mientras que la fase intestinal tiene como finalidad simular la colonizacion de las

bacterias en el intestino distal, permitiendo observar su viabilidad a largo plazo.

Se observo que luego de cada fase la viabilidad bacteriana disminuia progresivamente, la
muestra comercial YoG2 mostr6 gran estabilidad comparable al yogur suplementado con
inulina al 6.5% que present6 una disminucion del 11% en la viabilidad bacteriana en relacion
con el yogur comercial, lo que podria asociarse a las caracteristicas optimizadas de los
productos industriales, los cuales suelen incorporar estabilizantes y conservantes que
favorecen la estabilidad del producto y la viabilidad de las bacterias durante el
almacenamiento.. La muestra preparada mostr6 un crecimiento estable, indicando su

potencial para colonizar con éxito la microbiota intestinal.

Palabras clave: Bifidobacterium sp., INFOGEST, viabilidad bacteriana.
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ABSTRACT

Over the past decade, the consumption of probiotic-enriched dairy products has steadily
increased, highlighting the importance of determining whether these microorganisms can
withstand gastrointestinal conditions and successfully colonize the intestinal microbiota. The
purpose of this study was to assess the survival of a Bifidobacterium sp. strain present in
yogurt supplemented with 5% and 6.5% inulin, and to compare it with a commercial yogurt

under simulated gastrointestinal conditions using the INFOGEST in vitro digestion model.

This study followed the protocol proposed by Minekus (2014) and Brodkorb (2019), with a
modification that separated the intestinal stage into a duodenal phase and a distal-intestinal
phase. The duodenal phase was used to evaluate bacterial tolerance to acid stress caused by
exposure to pancreatic secretions and bile salts, while the distal-intestinal phase aimed to
simulate the conditions needed for potential colonization and to assess long-term bacterial

viability.

Overall, bacterial viability decreased progressively across each digestive phase. The
commercial sample (YoG2) demonstrated greater stability, showing higher survival levels
than the sample supplemented with 6.5% inulin, which exhibited an approximately 11%
reduction in viability compared to the commercial yogurt. This lower survival may be linked
to the degree of optimization typically found in industrially processed products, which often
include stabilizers and preservatives that help maintain bacterial stability and viability
throughout storage.. Nonetheless, the formulated yogurt showed consistent growth,

suggesting a promising ability to successfully colonize the intestinal microbiota.

Keywords: Bifidobacterium sp., INFOGEST, bacterial viability
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INTRODUCCION

Se considera que el yogur se descubri6 accidentalmente entre los afios 5000 y 10000 a.C. con
la domesticacion de animales productores de leche. En esa época, los pastores en el Oriente
medio transportaban la leche en sacos elaborados con intestinos de animales, lo que provocaba
que esta se cuajara y agriara debido a las secreciones intestinales. Este proceso permitio
prolongar el tiempo de conservacion de la leche (2). La fermentacion constituye uno de los
procesos de preservacion de alimentos mas antiguos, ya que extiende su vida util y mejora sus
caracteristicas sensoriales y nutricionales. Se trata de una serie de procesos metabdlicos que
obtienen energia a partir de sustratos organicos en condiciones de anaerobiosis (3). El yogur y
otras bebidas fermentadas se producen por la fermentacion y la acidificacion de la leche, donde
intervienen principales las cepas de Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus.
Como resultado, se obtiene un producto rico en calcio y una importante fuente de fosforo,

potasio, vitamina A, vitamina B2 y vitamina B12 (2).

El yogur es un portador de probidticos, los cuales son definidos como microorganismos que, al
ser administrados en cantidades adecuadas, confieren beneficios a la salud del hospedador (3).
Estos se pueden clasificar en dos grupos: los cultivos estandar y los cultivos probidticos. Los
cultivos estandar corresponden a los yogures que contienen Lactobacillus bulgaricus y
Streptococcus thermophilus, mientras que los cultivos probioticos son lo que trabajan con
cultivos adicionales conocidos como cepas probidticas son Bifidobacteria y Lactobacillus
acidophilus (2) Asimismo, desde 1901 se reconoce a Lactobacillus delbrueckii como la primera
especie descrita dentro del género Lactobacillus. En los ultimos afios, los investigadores

agruparon mas de 250 especies por su taxonomia bajo el género Lactobacillus (3).

La importancia de la incorporacion de probidticos en el yogur reside en su capacidad para
mejorar el balance nutricional y microbiologico del tracto digestivo humano. Estos
microorganismos actilan como vectores que transportan componentes activos a muchos sitios
objetivos en el tracto digestivo. Sus efectos varian dependiendo de la cepa. La mayoria de los
efectos ocurren solo cuando se ingiere los microorganismos vivos (4). Para que un probidtico
sea efectivo, debe sobrevivir el ambiente 4acido del estobmago y atravesar el intestino delgado.
Por este motivo, se recomienda que su consumo sea en cantidades elevadas, dado que la
supervivencia de las bacterias probioticas puede verse afectada por diferentes factores como la

acidez gastrica, las sales biliares y las secreciones pancredaticas (4).
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Esta dindmica comunidad de microorganismos, que conforma la microbiota intestinal, cumple
un papel fundamental al mantener la homeostasis inmunitaria y metabdlica, asi como la
proteccion frente a patdgenos. Ademas, participa en la sintesis de vitaminas esenciales que el
hospedador no puede producir. Las bacterias acido lacticas son la clave para la produccion de
la vitamina B12, especificamente las especies del género Bifidobacterium sp. son las principales
productoras de folato. Esta vitamina interviene en procesos metabolicos, ademas de participar

en la sintesis y reparacion de ADN.

Otras vitaminas también sintetizadas en la microbiota intestinal son la vitamina K, riboflavina,
biotina, acido nicotinico, acido pantoténico, piridoxina y tiamina (9). Entre los principales
géneros bacterianos que conforman la microbiota intestinal se encuentran: Lactobacillus,
Streptococcus, Staphylococcus, y Veillonella, por lo general a una concentracion de 10 a 10*
UFC/mL en el duodeno y yeyuno. En el fleon predominan los géneros Enterobacteria,
Enterococcus, Bacteroides, Clostridium, Lactobacillus, y Veillonella, a una concentracion de
10° a 108 UFC/mL. En el colon, las bacterias intervienen en la biotransformacion de acidos

biliares secundarios, los que se reabsorben o se eliminan por las heces (5).

En la presente tesis se analizaran muestras de yogur suplementado con cepas probioticas
mediante el método estatico in vitro INFOGEST, utilizado para simular el proceso de la
digestion gastrointestinal de los alimentos (6). Este método permitira evaluar la supervivencia
de las cepas en cada etapa de la digestion en funcion de la temperatura y el pH. Se considerara
un resultado satisfactorio cuando luego de la fase gastrica la concentracion de microorganismos
sea superior a 10* UFC/mL, debido a que las condiciones quimicas de esta fase resultan
adversas para las bacterias. Por otro lado, en la fase Intestinal se espera un incremento

significativo en la concentracion de las cepas (7).

La amplia influencia de los probidticos en la microbiota intestinal y su importancia en el
organismo plantea la interrogante de si la produccion tradicional de productos lacteos,
ampliamente descrita en la literatura, garantiza la vialidad bacteriana desde la produccion hasta
su consumo. Por ello, la presente tesis tiene como objetivo evaluar la supervivencia de cepas
probiodticas del género Bifidobacterium sp. presentes en el yogur frente a las condiciones del

sistema gastrointestinal, utilizando el método in vitro INFOGEST.
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HIPOTESIS

Dado que la incorporacion de inulina como prebiodtico a concentraciones 5% y 6.5% al yogur
podria incrementar la viabilidad y estabilidad de las cepas probioticas Bifidobacterium sp.
durante su exposicion a las condiciones simuladas del sistema gastrointestinal (método in vitro
INFOGEST), es probable que superen al recuento bacteriano de un yogur probiodtico comercial

de referencia.
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OBJETIVOS
Objetivo general

e [Evaluar la supervivencia de Bifidobacterium sp. en un yogur suplementado con inulina
como prebidtico y compararlo con un yogur probidtico comercial mediante el modelo

de digestion in vitro INFOGEST.

Objetivos especificos

e Preparar un yogur probidtico suplementado con inulina como prebiotico.

e Aplicar el modelo de digestion in vitro INFOGEST para evaluar la supervivencia de
Bifidobacterium sp. en yogur prebidtico preparado y yogur comercial.

e Comparar la viabilidad de la cepa probidtica Bifidobacterium sp. presente en el yogur

prebidtico y yogur comercial bajo condiciones gastrointestinales simuladas.
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TABLA DE VARIABLES E INDICADORES

Tlp.o de Variable Definicion Indicadores Unidad
variable
Concentracién de Porcentaje de Inulina
Independiente Inulina agregada al yogur 5%y 6.5% % (porcentual)
probidtico
. = . R 1 1
Viabilidad inicial ceuce uegg dela Logio CFU/mL  LogioUFC/mL
fermentacion
Dependiente
Supervivenciade  Viabilidad bacteriana Recuento
Bifidobacterium  luego de la digestion ~ bacteriano luego  LogioUFC/mL
Sp. in vitro. de cada fase
i Identidad de la cepa V1sughzgc1on N
Cepa probiodtica crecimiento de -
evaluada .
colonias
.. , Tiempo
P ’
Controlada Cond1c1one's’ - arametrqs, de temperatura, pH °C, h, pH
fermentacion elaboracion
final
pH, concentracion H
Condiciones de Parametros del enzimatica, U /mIIJ) Ulm
digestion in vitro  modelo INFOGEST tiempo de L &
. ., minutos
digestion
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1. MARCO TEORICO

1.1.Probiotico

1.1.1. Antecedentes historicos

El término “probidtico” proviene del griego y significa “para la vida”. Fue empleado por Lilley
y Stillwell en 1965, para describir las sustancias secretadas por los microorganismos que
estimulan el crecimiento de otros. Existen registros que datan del afio 2500 a.C. donde los
sumerios inoculaban la leche para inducir la fermentacién (1). Mas adelante cerca de los afios
5000-10000 a.C., en el Medio Oriente, la leche era transportada en sacos fabricados a partir de

intestinos vacunos, lo que provoca que la leche se cuajara y se conservara de forma natural (2).

En 1901 los investigadores clasificaron diversas bacterias segin la taxonomia microbiana,
identificando a Lactobacillus delbrueckii como la primera especie dentro el género
Lactobacillus (2,3). El investigador ruso Elie Metchnikoff, ganador de un premio nobel,
investigd las especies probidticas encontrando que la longevidad en la poblacion Bulgaria
estaba relacionada al consumo del yogur que contenia lactobacilos, en otras palabras, concluyo

que estas bacterias tenian un impacto positivo en la salud humana (9,10).

A inicios del siglo XXI, la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y
Alimentacion, Organizacion Mundial de la Salud (FAO & WHO 2001) defini6 a las especies
probiodticas como: “Microorganismos vivos que al ser consumidos en cantidades adecuadas
benefician al hospedador mejorando su microbiota”. Luego la Asociacion Cientifica
Internacional de Probidticos y prebidticos (ISAPP) enfatizé en la relacion de la especificidad
de la cepa y los efectos probidticos, resaltando que los beneficios pueden ser compartidos entre

la mayoria de las cepas del mismo grupo taxonémico (11,12).

1.1.2. Microbiota y Microbioma

La microbiota es una comunidad de microorganismos compuesta de aproximadamente 100
billones entre los que se incluyen bacterias, virus, hongos y protozoos (8). Esta comunidad
microbiana se compone de anaerobios estrictos, anaerobios facultativos y aproximadamente

100 aerobios, se estima que se compone de 35000 especies bacterianas (15,16).

El conjunto de genomas de estos microorganismos se denomina microbioma, el cual es
considerado como un 6rgano virtual en el cuerpo (8). El microbioma alberga mas de tres

millones de genes que tienen la capacidad de producir variedad de vitaminas, sintetizar
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aminoacidos esenciales y no esenciales, asi como llevar a cabo la biotransformacion de los

acidos biliares (8,15).

La colonizacion del tracto gastrointestinal ocurre después del nacimiento, debido a la
exposicion a enfermedades, antibioticos y cambios en la dieta lo que genera desequilibrios en
la microbiota (). Asimismo, se ha observado que el tipo de alumbramiento influye en la
composicion de la microbiota, los bebes nacidos por via vaginal presentan gran cantidad de
lactobacilos debido a la carga de estos microorganismos en la flora vaginal materna. En cambio,
los bebés nacidos por cesarea muestran una microbiota reducida y en su mayoria una
colonizacién por el género Bacteroides y anaerobios facultativos como las especies de

Clostridium (14).

Durante el primer afio de vida, la poblacion microbiana incrementa progresivamente y presenta
una composicion distinta en todos los individuos debido a factores genéticos y ambientales. Por
otro lado, en la adultes la microbiota presenta una estabilidad relativa, sin embargo, a partir de
los 65 afios debido al cambio de dieta y el sistema inmune, las colonias Clostridium cluster IV

y XIVa se incrementan y las colonias de Bifidobacterium decrecen considerablemente (9,13,17).

Generalmente, la microbiota se compone de 6 filos incluyendo Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria, y Verrucomicrobia. Ademas de hongos como
Candida, Saccharomyces, Malassezia, y Cladosporium (13,19). Ademas, Se presentan otros
microorganismos como eukarya (levaduras), virus (fagos) y arqueas (M. smithii.) (20). La
densidad bacteriana aumenta en el intestino delgado y en el intestino grueso se eleva a un
aproximado de 10''-10!? bacteria por gramo de contenido colénico, lo que representa el 60%

de la masa fecal (21).

1.1.3. Mecanismo de accion de los probidticos

Existe un gran potencial en ascenso en el campo de los probidticos, gracias a sus mecanismos
principales como lo son la exclusién competitiva de patdogenos, mejora de las funciones de la
barrera intestinal, inmunomodulacion en el cuerpo del huésped y la produccion de

neurotransmisores (22).

La barrera intestinal es protegida por una capa mucosa, péptidos antimicrobianos, secrecion de
IgA y el complejo de adhesion de la union epitelial. Si esta barrera se ve comprometida, los
antigenos microbianos llegan a la submucosa y desencadenan un desorden intestinal

concluyendo en la enfermedad inflamatoria intestinal (18).
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Los probidticos pueden mejorar la respuesta inmune, activando células inmunes no especificas,
las que contrarrestan a las células cancerigenas, induciendo a la produccion de IL-12 y
activando células NK. Ademas, contrarrestan las alergias mediante el balance de Thl y Th2

(107).

Los mecanismos usados por las especies bacterianas probidticas para reducir el crecimiento de
patogenos son variados e incluyen: la creacion de un ambiente hostil para su crecimiento,
eliminacion de sitios receptores, competir por nutrientes esenciales, secrecion de acidos
organicos y sustancias antibacteriales como el Bacitracin; un lipopéptido catidnico ciclico

secretado por especies del grupo B. subtilis (87,108).

Algunas cepas de Bifidobacteirum como B. bifidum, han demostrado producir compuestos
antimicrobianos como Bifidocin B, el cual ha demostrado ser eficaz contra bacterias Gram
positivas como Listeria, Enterococcus, Bacillus, Lactobacillus, Leuconostoc, y Pediococcus.
Sin embargo, no mostro efecto en las bacterias Gram negativas. Por otro lado, la cepa B. bifidum
NCDO 1452, produce el compuesto Bifidin, el cual inhibe el crecimiento de bacterias gran
negativas como E. coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Micrococus flavus y

Pseudomonas fluorescens (23,109).

1.1.4. Efecto de los probioticos en el microbiota intestinal

La colonizacion microbiana depende de diferentes factores, como la cantidad de oxigeno,
condiciones quimicas, intervencion del sistema inmune y la nutricion del hospedador. Los
beneficios del consumo de probidticos dependen del tipo de cepa y la microbiota del
hospedador, sus interacciones pueden ser metabdlicas, microbioldgicas, fisiologicas,
neuroldgicas, endocrinoldgicas e inmunologicas (24). Al ser ingeridos pueden modificar la
microbiota del hospedador, suprimir patogenos, inducir a la inmunomodulacion, simular la
proliferacion de células epiteliales, intervenir en la diferenciacion y fortalecimiento de la

barrera intestinal (25).

Se ha observado que la inestabilidad de la microbiota intestinal favorece el desarrollo de
desordenes de adiccion, siendo el mas comun es el alcoholismo, si se excede su consumo
durante la adolescencia puede provocar alteraciones inmediatas y perennes afectando la
poblacién microbiana (26). La regulacion adecuada de la flora intestinal fortalece el sistema

inmunolégico, contribuye al ajuste de desérdenes metabdlicos y enfermedades intestinales.
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El consumo del yogur suplementado con cepas probidticas de Bifidobacterium 'y Lactobacillus
ha demostrado una mejora en pacientes con la enfermedad inflamatoria intestinal (IBD) (27).
Uno de los principales beneficios del consumo de cepas de Bifidobacterium ( B. longum subs,
B. infantis, B. longum subs. longum, B. bifidum, y B. breve) es su capacidad para la digestion
de los oligosacaridos de la leche humana (HMOs) y las fibras vegetales, debido a que el sistema
gastrointestinal carece de las glucosidasas necesarias para degradar estos complejos y

aprovecharlos como fuente de energia (28).

1.1.5. Filogenia de las bacterias dcido lacticas

La filogenia estudia la evolucion de un grupo de microorganismos, mediante el andlisis de la
evolucién de los genes es posible identificar las especies en diversas muestras. Con el fin de
identificar diversos microorganismos se emplea la secuencia de andlisis 16S rDNA, que es

aislada, alineada y comparada con secuencias de referencia (29).

Las bacterias acido lacticas (BAL) se caracterizan por ser Gram positivas, no esporuladas, con
morfologia de bacilos y cocos, se presentan como no aerobios, pero si aerotolerantes. Estas
bacterias son usadas en la industria alimentaria, especificamente en los alimentos lacteos,
debido a que fermentan azlcares, hidrolizan de proteinas e influencian en las caracteristicas

organolépticas del producto final (30,31).

Segun la secuencia de los genes 16S y 23S rRNA, las bacterias Gram positivas se clasifican en
dos grupos principales, dependiendo de la composicion bases en el DNA si este tiene menos
del 50 mol% de guanina maés citosina (G+C) se trata del reino Firmicutes, el cual agrupa a 250
géneros especificados en la Tabla 1. Por otro lado, si el contenido de guanina y citocina es
mayor (>50 mol%) se clasifican dentro del reino Actinobacteria (32,33,34). Clasificados de la

siguiente manera:
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Tabla 1. Filogenia de bacterias LAB

Reino Genero Especie
Lactobacillus L. acidophilus
L. rhamnosus
L. casei
L.lactis
Menor 50 mol% G+C  Firmicutes Lactococcus
Streptococcus S. thermophilus
Enterococcus
S. aureus
Bacillus B. subtilis
B. clausii
Bifidobacterium B. longum
B. bifidum
B. animalis
Mayor 50 mol% G+C  Actinobacteria B. adolescentis
Corynebacterium
Propionibacterium
Brevibacterium
Microbacterium

¢ Informacion referencia (32,33,34)

1.1.6. Seleccion de cepas probidticas

La creciente popularidad en el uso de probidticos y la ausencia de un consenso internacional
sobre su aplicacion, seguridad y eficacia motivo a la Organizacion de las Naciones Unidas para
la Alimentacién y la Agricultura (FAO) y a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a

colaborar con el fin de recopilar evidencia cientifica que demuestre su efectividad (35).

Con el fin de seleccionar microorganismos probioticos se implementaron evaluaciones
especificas y claras que permiten clasificarlos como GRAS (Generalmente reconocido como
seguro), este término es designado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos (FDA) para aquellas sustancias y microorganismos empleados en la industria

alimentaria (36).

Para la correcta clasificacion de microorganismos es necesario evaluar diversos aspectos, como
las caracteristicas de la especie, evaluar su seguridad, vigilancia epidemiologica, observar la
presencia de toxinas y hemolisis, tolerancia a condiciones estresantes y la validacion de las
propiedades beneficiosas para la salud. Ademas, esta guia de identificacion de microorganismos
GRAS debe ser de influencia internacional y estar acompanada de las buenas practicas de

manufactura (BMP) (35).
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1.1.7. Determinacion de probioticos FAO/WHO (36)

1. Identificacion de la cepa
En los ultimos afios se ha observado un notable avance en la identificacion de microorganismos
probidticos provenientes de matrices animales o vegetales, usando técnicas de seleccion y
aislamiento se ha logrado identificar la cepa probidtica dando a conocer su género y especie
(37).
Existen distintos métodos para identificar el género y la especie de un microorganismo, siendo
el andlisis filogenético el mas acertado y destaca por la facilidad de clasificacion de cultivos
bacterianos. Este analisis emplea la informacion acumulada en el RNA ribosomal, la cual es
fundamental para la comparacion de cepas bacterianas y su adecuada clasificacion.
Las secuencias usadas para la identificacion pertenecen a las regiones del operon RNA
ribosomal, por lo que la herramienta genotipica mas usada y recomendada es la codificacion
del gen 16S rRNA, usualmente es complementado con pruebas fenotipicas para confirmar los
resultados (35,38).

11 Tolerancia al estrés

Las bacterias 4cido lacticas (BAL) tienden a ser mas resistentes que otras Gram positivas, ya
que deben sobrevivir a condiciones adversas a lo largo de su transito por el tracto
gastrointestinal, originandose en el estbmago donde se presenta un pH acido, jugos gastricos y
pepsina, asi como la pancreatina y las sales biliares en el intestino. La resistencia
gastrointestinal depende de la especie, por ejemplo, la especie Lactobacillus es altamente
resistente al pH 4cido en comparacion a la especie Bifidobacterium sp. que es sensible

mostrando escaso crecimiento a pH 2-3 (33).

La sensibilidad al oxigeno de las bacterias BAL es la mayor limitante en su funcionalidad, ya
que son anaerobias aerotolerantes lo que significa que toleran el O> pero no lo usan en su
metabolismo. La exposicion a altos niveles de oxigeno induce a la formacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), anidn superoxido (O2), perdxido de hidrogeno (H20») y el radical
hidroxilo altamente reactivo (HO). La acumulacion de ROS causa estrés oxidativo lo que dafia

las proteinas, el ADN, los lipidos y finalmente causa muerte celular (38).

Es importante el uso de cepas BAL tolerantes al O, acompafiado de la aplicacién de buenas

practicas de manufactura, lo que garantiza la viabilidad bacteriana durante el almacenamiento

1.38

y transito por el tracto gastrointestina Durante la digestion los géneros BAL como
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Bifidobacterium y Lactobacillus se exponen a la accion de la bilis y los acidos biliares, lo que

induce a cambios en la composicion de lipidos y acidos grasos en la membrana (39).
1Il.  Habilidad de adhesion

Una propiedad fundamental de las bacterias probioticas es la capacidad de adherirse a la mucosa
intestinal, debido a que es un prerrequisito para la colonizacién y para ejercer la modulacion
del sistema inmune (40).

La adhesion bacteriana se fundamenta en la interaccion fisica no especifica entre dos
superficies, que al entrar en contacto permiten interacciones especificas entre los componentes
adhesivos y los receptores complementarios como la hidrofobicidad, el balance electrostatico y
las interacciones de Van Der Waals que se presentan en el contacto directo entre las colonias
BAL y las células epiteliales intestinales (IECs) (41).

La capacidad de adhesion entre bacterias de diferente especie se denomina coagregacion,
mientras que cuando ocurre entre bacterias de la misma especie se conoce como
autoagregacion. Diversos estudios demostraron que la proteccion inmunitaria conferida por los
probioticos esté relacionada a la coagregacion de los patogenos, lo que inhibe la formacion de
biopeliculas relacionadas a infecciones. Ademas, la biopelicula formada por los probidticos

aumenta su permanencia en el intestino y evita el crecimiento de enteropatogenos (42).

1V.  Evaluacion de seguridad

a. Identificacion taxonomica

Las bacterias acido lacticas (BAL) desempefian un papel fundamental por su aportacion
probiodtica al sistema gastrointestinal. Este grupo comprende una amplia variedad de géneros y
especies. Tal como se detalla en la Tabla 2, las bacterias BAL son Gram positivas, no
esporulados, catalasa negativa, anaerobias, aunque algunas especies son aerobias tolerantes,
presentan tolerancia al acido y son fermentadores productores de acido lactico como principal

metabolito (43,44).
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Tabla 2. Microorganismos empleados como probidticos ¢

Lactobacillus Bifidobacterium Bacterias dcido lacticas Bacterias no acido
spp. spp. lacticas
L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus faecalis Bacillus cereus
L. casei B. animalis Enterococcus faecium Saccharomyces cerevisiae
L. delbrueckii B. bifidum Lactococcus lactis Saccharomyces boulardii
subsp. B. breve Streptococcus Escherichia coli subs.
Bulgaricus B. infantis thermophilus nissle
L. gasseri B. lactis Leuconstoc mesenteroides Propionibacterium
L. johnsonii B. longum freudenreichii

L. paracasei
L. plantarum
L. reuteri
L. rhomnosus

L. kefiri

¢ Informacion referencia (45,46)
b. Ausencia de virulencia

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los organismos clasificados como
GRAS (Generalmente Reconocidos como Seguros) deben someterse a evaluaciones rigurosas
para comprobar la ausencia de virulencia y una baja resistencia a antibidticos en su perfil
genético. En los ultimos afios, se ha observado que la aplicacion de nuevos criterios de seleccion
ha permitido la identificacion de microorganismos con mayor potencial probiotico (47).

Entre las propiedades virulentas que deben ser descartadas en microorganismos se encuentran:
la actividad hemolitica, la produccion de enterotoxinas o citotoxinas, la capacidad de invadir
células epiteliales, la adherencia a tejido, la formaciéon de absceso, la modulacion de
mecanismos de defensa y por ultimo la produccion de citolisinas (48,49).

Pese a que los genes relacionados a estas propiedades pueden estar presentes en el perfil
genético del microorganismo, no necesariamente son expresados. Por lo que el uso de técnicas
moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la técnica de hibridacion de

ADN pueden confirmar su presencia (49).
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c. Produccion de toxinas

A fin de clasificar los probioticos como seguros para el consumo humano, es necesario evaluar
diversos parametros, incluyendo su infectividad, patogenicidad, susceptibilidad a la
estimulacién inmune excesiva, factores de virulencia, actividad metabdlica y propiedades
microbianas (50).

Los factores relacionados a la virulencia de un microorganismo son los siguientes: el
mecanismo de adhesion a las células del hospedador, la capacidad de degradar mucina (lo que
proporciona metabolitos que favorecen su desarrollo), y la actividad de hidrolasa de las sales
biliares, que mejora la supervivencia en el entorno intestinal. Sin embargo, estos factores son
comunes en la mayoria de los microorganismos presentes en la flora intestinal (51).

Por otro lado, la actividad de la azoreductasa y nitroreductasa se ha asociado a efectos
toxicologicos no deseados. La actividad azoreductasa en el caso de las especies de Lactobacillus
es muy variable, mientras que en las especies de Bifidobacterium esta actividad es baja en
comparacion a las bacterias intestinales. En cuanto a la actividad nitroreductasa, esta enzima
reduce los grupos nitro a grupos amino mas toxicos, se ha observado esta actividad tanto en
Lactobacillus y Bifidobacterium (52).

En estudios previos se realizaron examenes de toxicidad aguda, empleando métodos similares
para productos quimicos, encontrando que es poco probable que las bacterias BAL no alcancen

concentraciones que generen efectos toxicos letales (53).
d. Actividad hemolitica

Seglin lo establecido por la FAO/OMS en el afio 2002, las especies catalogadas como
probioticas no deben presentar actividad hemolitica, ya que la ausencia de hemolisinas asegura
que no sera virulenta en ninguna circunstancia (54). La actividad hemolitica inducida por
hemolisinas bacterianas genera infecciones leves hasta graves, debido a la lisis de globulos

rojos por parte de microorganismos patogenos (55).

La hemolisis se clasifica en tres tipos: alfa (a), beta () y gamma (y, también denominada no
hemolitica). Es posible que la actividad de la a-hemolisis estd asociada a la produccion de
peroxido de hidrogeno (56) para evaluar la actividad hemolitica, se realiza un ensayo hemolitico
donde se siembran colonias de bacterias acido lacticas (BAL) , previamente aisladas en agar

MRS, en placas de cultivo con agar sangre (generalmente sangre de carnero).

La a-hemolisis se denota por el cambio de color en el medio de cultivo, de verde a marroén, lo

que indica la reduccion de hemoglobina a metahemoglobina. Por otro lado, la B-hemolisis se
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evidencia por un halo de color amarillo palido que rodea a las colonias, esto se debe a la lisis

completa de los globulos rojos (55).
e. Genes de transferencia de resistencia a antibidticos

En el estudio de la seguridad de las cepas probidticas, la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (European Food Safety Authority, EFSA, 2008), a través del concepto de
Presuncion Calificada de Seguridad (Qualified Presumption of Safety, QPS) establecen que
antes de aprobar un candidato a probiotico debe evaluarse la naturaleza de resistencia a los
antibioticos (57).

Se ha reportado que algunas cepas probioticas presentan resistencia a diferentes clases de
antibioticos, como los glicopéptidos (vancomicina), los aminoglucésidos (estreptomicina y
gentamicina), los monobactamicos (aztreonam) y las fluoroquinolonas (ciprofloxacino); siendo
considerados como antibiodticos de amplio espectro y efectivos contra bacterias Gram positivas
y Gram negativas (58).

Durante el proceso de seleccion, se investiga la susceptibilidad de las cepas probidticas a los
antibioticos, debido a que, al ser consumidas a través de suplementos alimenticios, es posible
que los genes de resistencia a antibidticos (antibiotic resistance genes, ARG) sean transferidos
a las bacterias intestinales. Los ARG fueron identificados en cepas probidticas comerciales que
mediante la transferencia horizontal a patogenos podrian reducir la efectividad del tratamiento

con antibioticos y contribuir al desarrollo de bacterias resistentes (59).

f. Ensayos clinicos

La investigacion en probidticos para el desarrollo de ensayos clinicos se rige por las directrices
establecidas por la Plataforma de Registro Internacional de Ensayos Clinicos (Infernational
Clinical Trials registry Platform, ICTRP) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las
cuales establecen estandares relacionados a diferentes registros de ensayos clinicos los que
aseguran la calidad y transparencia en los resultados. Asimismo, la Biblioteca Nacional de
Medicina (NLM) proporciona informacion sobre los ensayos clinicos controlados en mas de
200 paises (60).

Los objetivos principales de los ensayos clinicos son: determinar la seguridad y eficacia del
compuesto, identificar los posibles efectos adversos relacionados con el uso y analizar las
propiedades clinicas, farmacocinéticas o farmacodinamicas. Antes de realizar las fases clinicas
es necesario identificar la cepa y caracterizarla usando estudios in vitro. Posteriormente, la

seguridad se evaluara mediante los ensayos clinicos en la fase 1,2y 3 (61).
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Los candidatos a probioticos atraviesan por cuatro fases consecutivas:
e Fase 1: Observar la seguridad del compuesto en una muestra menor de 50 sujetos.
e Fase 2: Evalua la eficacia en una muestra de sujetos menor a 100.
e Fase 3: Comparacion del compuesto a gran escala con otros tratamientos o placebos.
e Fase 4: Evalua el comportamiento del compuesto en una poblacion masiva tras su

comercializacion.

Segun la Administracion de Alimentos y medicamentos (FDA), el proceso desde la aprobacion
hasta el lanzamiento al mercado de un compuesto demora un promedio de 7 a 10 afios y requiere

una inversion estimada de 1 a 2 mil millones de d6lares por compuesto (62).

V. Propiedades bioactivas

a. Anticancerigeno
Los probidticos han demostrado optimizar la respuesta inmune y prevenir procesos
cancerigenos mediante la produccién de metabolitos beneficiosos, como los acidos grasos de
cadena corta (short-chain fatty acids, SCFAs), ademas del acetato, propionato y butirato. Estos

compuestos son importantes reguladores de la inflamacion, diferenciacion y apoptosis.

Diversos estudios han evidenciado que los extractos citoplasmaticos de Lactobacillus casei 'y
Bifidobacterium spp. pueden afectar el crecimiento de células cancerigenas e inhibir su

proliferacion. Estos efectos se presentan en la Tabla 3 (63).

Tabla 3. Efecto anticancerigeno de los probidticos ¢

Cancer colorrectal Reduccioén de la carga y tamafio
tumoral. L. acidophilus
Reduccion de multiplicidad L. gasseri
tumoral y prevencion de la L. salivarius
progresion del cancer. B. longum
Efectos antimicrobianos B. infantum
Actividad anti genotdxica B. bifidum

Activar el sistema inmune del
microbiota intestinal

Carcinoma hepatocelular  induccion de Citocina
antiinflamatoria IL-10 L. rhamnosus
Reduccion de células Th17 en el E. coli Nissle
intestino,  modulacion  de L. plantarum

microbiota intestinal.
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%

Reduccion de la angiogénesis y
detencion  del  crecimiento

tumoral.

Cancer gastrico Reduccion del gen AKT, L. plantarum
inhibicion del cancer gastrico L. rhamnosus
producido por Helicobacter L. reuteri
pylori. L. strains

Incremento expresion genes
MUC2 y MUCS3, restauracion
de permeabilidad intestinal,
inhibicion de adhesion de

patogenos.
Cancer de esofago Modulacion de las vias de
senalizacion relacionadas al
cancer, apoptosis, metastasis y Lactobacilli
control del ciclo celular. L. rhamnosus
Inhibicion de  crecimiento
tumoral
Cancer de mama Estimular respuesta inmune L. acidophilus
Produccioén de citoquinas IL-4 y B. animalis
IL-10 anticancerigeno B. infantis
Respuesta inmunomodulatoria L. paracasei
Incremento de INF-y. 1I-2 y B. bifidum
células NK Streptococcus
thermophilus
L. helveticus R389
L. plantarum
Cancer cervical Produccion de metabolitos

anticancerigenos como acidos

grasos de cadena corta, acido

lactico, actividad bacteriocina Lactobacillus
anticancerigena. pediococcus
Mantener el pH vaginal

Estabilizar la flora bacteriana

vaginal

*Informacion referencia

b. Anticolesterol

El consumo de alimentos suplementados con probidticos puede influir el metabolismo lipidico
del huésped. Estas bacterias producen hidrolasa, una enzima que desconjuga los 4cidos biliares,

lo que reduce su absorcidon y aumenta la excrecion fecal. El proceso de coprecipitacion del
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colesterol con los 4cidos biliares influye en la disminucion de la solubilizacion y absorcion de

lipidos, lo que contribuye a una menor concentracion de colesterol en el organismo.

Ademas, las bacterias acido lacticas (BAL) incrementan la produccion de acidos de cadena
corta (SCFA) como el propionato, el cual ha demostrado capacidad para controlar la sintesis

hepatica de colesterol (64).

c. Antidepresivo

Los probidticos, también denominados “psicobioticos” hacen referencia a los microorganismos
que, al ser consumidos en cantidades adecuadas, benefician a los pacientes con trastornos
psiquiatricos. Estos pueden influir en el eje intestino-cerebro, regulando la produccion de los
neurotransmisores y la secrecién de la serotonina, glutamato y dcido gamma-aminobutirico
(GABA), este ultimo es reconocido como el principal inhibidor regulador de los procesos
fisiologicos y psicoldgicos, cuya alteracion se asocia directamente a condiciones como la

ansiedad y la depresion.

Algunas especies bacterianas como Lactobacillus brevis, Bifidobacterium dentium 'y
Lactobacillus plantarum, han demostrado capacidad para producir GABA y serotonina.
Asimismo, las especies como L. plantarum y Lactobacillus odontolyticus con capaces de
producir acetilcolina, un neurotransmisor esencial en la regulacion de las funciones cognitivas

y neuromusculares (65,66).

d. Anti obesidad

Se reportd que una dieta rica en grasas y azucares, comunmente conocida como dieta
“occidental” (Western diet), puede alterar significativamente la composicion en la microflora

impactando en las vias metabolicas y modificando el microbioma del hospedador.

Las bacterias probidticas pueden modular el peso corporal empleando diferentes mecanismos
como: la produccién de acidos grasos de cadena corta (SCFA), la regulacion del metabolismo
de acidos grasos, la modulacion del metabolismo de los 4cidos biliares y la proteccion frente a

la endotoxemia metabolica.

En pacientes con obesidad, se ha observado un desequilibrio de la microflora intestinal,
caracterizado por una mayor proporcion de dos filos bacterianas dominantes Firmicutes y

Bacteroidetes, los que desempefian un papel clave en el metabolismo del huésped (67).
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e. Antidiabético

La diabetes mellitus (DM), en particular la diabetes mellitus tipo 2 (T2DM), que se caracteriza
por la resistencia a la insulina. Ademas, es el tipo mas frecuente relacionado a diferentes
patologias. Diversas investigaciones encontraron que ciertos probioticos pueden intervenir en
el control glucémico, al ralentizar el metabolismo de carbohidratos con el fin de tener un perfil

de glucosa equilibrado.

Otro mecanismo de las bacterias probioticas en la inhibicion de las enzimas a-glucosidasa y a-
amilasa, las responsables de la descomposicion de carbohidratos complejos. Al inhibir estas
enzimas, se retrasa la absorcion de glucosa lo que aumenta gradualmente la cantidad de glucosa

postprandial en sangre (68).
[ Inmunoestimulante

Las bacterias probidticas presentes en el lumen intestinal son responsables de la respuesta de
las células dendriticas (CDs), las cuales reaccionan frente a una infeccion de cualquier invasor
patogeno, liberando citocinas o quimiocinas como respuesta inmunitaria. Se ha observado que
diferentes cepas probidticas promueven inmunidad innata (la fagocitosis y la actividad de

c¢lulas NK), sin embargo, no se observd mayor efecto en la inmunidad adquirida (69).

g. Secrecion de moléculas funcionales

Las bacterias probidticas impactan en la composicion y funcionalidad de la microbiota
intestinal, es asi como las especies Lactococcus lactis, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus
reuteri 'y Bifidobacterium adolescentes; producen/ secretan vitaminas del grupo-B como
biotina, folatos, riboflavina, acido nicotinico, piridoxina, tiamina, acido pantoténico,
cobalamina y vitamina K. Lo que constituye una solucion en la industria alimentaria reduciendo

la produccion quimica de pseudo-vitaminas (70).
h. Requerimientos industriales

Para la produccion a gran escala de un microorganismo, es indispensable documentar los
beneficios que aporta a la salud y sus propiedades tecnologicas entre las que se incluyen la
seguridad, la estabilidad genética, la capacidad de produccion industrial y la estabilidad del
producto final. Si los microorganismos son fermentadores debe de evaluarse la contribucion al

sabor o0 aroma del producto.
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Las cepas empleadas para la produccion deben de presentar un alto rendimiento de crecimiento
incluso en matrices de bajo costo. En la industria de los productos lacteos, estas deben mantener
la estabilidad como cultivos iniciadores (71). La produccion de bacterias probidticas a bajo
costo es relevante para la industria alimentaria por el agregado en los alimentos con biomasa

probidtica.

Se debe considerar que las cepas de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium presentan
requerimientos nutricionales complejos debido a que son autétrofas para aproximadamente 20
aminoacidos. Los factores como la presencia de la lactosa, inulina, extractos de levadura
concentrados y el pH del medio fueron optimizados para maximizar el crecimiento de

Bifidobacterium animalis subsp. lactis (72).

Durante el proceso de produccion, los probioticos deben conservar sus propiedades y viabilidad
celular, las que se ven afectadas por variables como la temperatura y la actividad hidrica. Se ha
observado que se puede mantener la integridad de la membrana celular microbiana a
temperaturas menores a 0.2°C mientras que a temperaturas elevadas a 30°C es posible que esta

se degrade.

En productos solidos dulces debido a la baja actividad hidrica es posible almacenar el producto
a temperaturas de 4 a 30°C por aproximadamente 12 meses. En el caso de las capsulas, tabletas
y polvos con actividad hidrica minima el tiempo de almacenamiento es de 12 a 24 meses. Por
otro lado, los productos lacteos y jugos con alta actividad hidrica necesitan una temperatura de

almacenamiento de 4 a 8°C conservandose por tiempo limitado (71).
1.1.8. Criterios para un probiotico ideal

Un candidato a probiotico debe presentar una elevada viabilidad celular que le permita resistir
los cambios de pH y la presencia de acidos a lo largo del sistema gastrointestinal. Ademas, debe
ser capaz de permanecer en el intestino aun si no lo coloniza completamente, mostrando
afinidad de adhesion al epitelio intestinal e influencia en la actividad metabolica local. Otra
caracteristica esencial es su capacidad para interactuar con células inmunes asociadas al

intestino.

Los microorganismos no deben de presentar caracteristicas patdgenas y deben sobrevivir a los
procesos de produccion industriales en la elaboracion de productos fermentados como leches
fermentadas, quesos, embutidos, zumos de fruta y vino. En preparaciones probidticas se

emplean cultivos individuales y mixtos de microorganismos vivos (73).
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1.2.Bifidobacterium

1.2.1. Taxonomia del género Bifidobacterium
Durante la determinacion del filo Actinobacteria, se separd al filo Firmicutes. Mediante la
secuenciacion del genoma completo (Whole Genome Sequencing, WGS) y el analisis de firmas
moleculares de proteinas, se ha logrado comprender la relacion entre el filo Actinobacteria 'y a

las bifidobacteriales (74).

En el afio 1924, el género Bifidobacterium ya habia sido reconocido como un taxon
independiente, tal como se describe en la Tabla 4, permitiendo clasificar sus tipos o grupos en
especies. Caracterizando 8 especies en heces humanas: en adultos (B. teenageris), en lactantes

(B. parvulorum, B. liberorum, B. lactensis, B. breve) y en ambos grupos (B. bifidum, B. longum).

Para su identificacion, los investigadores usaron las caracteristicas fenotipicas, como la
morfologia de las colonias y los patrones fermentativos, asi como la determinacion del
contenido porcentual de guanina-citocina (GC), siendo el rango de 55% a 67%. Ademas,
consideraban como un marcador taxondmico la presencia de fructosa-6-fosfato fosfoquetolasa
(F6PPK) la cual divide la hexosa fosfato en eritosa-4-fosfato y acetil fosfato, siendo una
caracteristica distintiva de las Bifidobacterias (75).

Tabla 4. Taxonomia del género Bifidobacterium

Dominio Bacteria
Linaje Firmicutes
Clase Actinobacteria

Subclase Actinobacteridae
Orden Bifidobacteriales

Familia Bifidobacteraceae

Bifidobacterium (29 especies)

Gardnerella (1 especie)

Géneros Aeriscardovia (1 especie)

Parascardovia (1 especie)

Scardovia (1 especie)

*Tomado de (44)
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Tabla 5. Especies Bifidobacterium, periodo de su descripcion y su habitat

1924 1960-1969 1970-179 1980-1989
B. bifidum® B. B. angulatum® B.
adolescentes”  B. catenulatum” gallinarum®
B. breve* B. dentium” B.
B. longum® B. minimum®
B. pseudocatenulatum”  B. subtile®
pseudolongum®  B. animalis®
B. B. boum*
thermophilum®  B. choerinum’
B. asteroides®  B. cuniculi
B. B. magnum®
coryneforme’  B. pullorum*
B. indicum®
1990-1999 2000-2009 2010-2017
B. gallicum® B. scardovi’ B. aerophilum"
B. merycicum® B. psycraerophilum® B. aesculapii”
B. ruminantium®  B. thermacidophilum®  B. avesanii®
B. saeculare’ B. tsurumiense* B. biavatii®
B. bombi® B. callithricos”
B. mongoliense® B. eulemuris”
B. crudilactis® B. hapali®
B. lemurum®
B. myosostis®
B. moukalabense”
B. ramosum”
B. reuteri’
B. saguini®
B. stellenboshense®
B. tisseieri®
B. faecale”
B. kashiwanoense”
B.
actinocolooniforme’

B. bohemicum®

B. commune’

B. aquikefiry®

? Fuente humana

®Fuente no humana primates
“Fuente otros animals y aves
Fuente insectos

“Fuentes ambientales
*Tomado de (75)
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1.2.2. Caracteristicas fisiologicas

El género Bifidobacterium se caracteriza por ser no motil, Gram positivo, catalasa negativa y
no esporulado. Las células bacterianas presentan morfologia de bastones polimorficos con
forma de Y o V, de ahi el nombre de bifido (Figura 1 A). esta caracteristica es util para

diferenciar a los distintos miembros de este género (76).

Son bacterias anaerobias, aunque la mayoria de las especies crecen en condiciones de
microaerofilia (90% aire y 10% CO2). Sus colonias son convexas, cremosas, blanquecinas,
lizas, con bordes limpios, de textura pegajosa y consistencia blanda (Figura 1 B). La
temperatura optima de crecimiento se sitiia entre los 37 y 41°C, con un rango minimo 25-28°C
y un maximo de 43-45°C. Crecen a un pH optimo de 6.5-7.0, sin embargo, no toleran

condiciones acidas (pH 4.5-5.0) ni basicas (pH basico 8.0-8.5) (77).

Figura 1. (A)Vista microscopica 40X Bifidobacterium sp. (B) Colonias Bifidobacterium
sp. luego de 48 horas 37°C

1.2.3. Fermentacion lactica

Lo que distingue a Bifidobacterium sp. del resto de las bacterias acido lacticas es la presencia
de la enzima fructosa-6-fosfato fosfocetolasa (F6PPK), también conocida como “derivacion
bifida”. Esta enzima cataliza la division de la hexosa fosfato en eritrosa-4-fosfato y acetil
fosfato, generando aproximadamente 2.5 moléculas de ATP por cada mol de glucosa

fermentada.
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Otra ventaja metabdlica es su capacidad para asimilar las pentosas y hexosas; ademéas de la
produccion de acidos grasos de cadena corta (Short-Chain Fatty Acids SCFA), los cuales son
asimilados y aprovechados por el hospedero (78). Las especies de Bifidobacterium sp.
presentan mayor preferencia por la lactosa en comparacion a otros azucares, lo que constituye
un beneficio para las personas con intolerancia a la lactosa, ya que previene sintomas como

severa perdida de agua y malnutricion (81).
1.3.Yogur

1.3.1. Valor nutricional

El yogur es un producto lacteo obtenido a partir de la acidificacion de leche mediante la accion
de las bacterias 4cido lacticas, siendo Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus y
Streptococcus thermophilus las mas comunes. Este alimento constituye una fuente importante
de calcio, fosforo, potasio, vitamina A, vitamina B2 y vitamina B12 (Tabla 6). Ademas, el yogur

es un excelente transportador de bacterias probidticas (2).

Tabla 6. Tabla de nutricional en 100gr y 245gr de yogur

Nutrientes 100 gr 245 gr
Agua (g) 87.90 215.35
Energia (Kcal) 61 149
Proteina (g) 3.47 8.50
Lipidos totales (g) 3.25 7.96
Carbohidratos (g) 4.66 11.42
Calcio (mg) 121 296
Magnesio (mg) 12 29
Fosforo (mg) 65 233
Potasio (mg) 155 380
Zinc (mg) 0.59 1.45
Riboflavina (mg) 0.142 0.348
Vitamina B12 (ng) 0.37 0.91
Vitamina A (IU) 99 243
Vitamina D (IU) 2 5
*Tomado de (2)
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1.3.2. Proceso de elaboracion

El proceso de elaboracion del yogur comienza con la seleccion de leche de alta calidad,
evaluando pardmetros como acidez (pH 6.7) y densidad (1.028-1.042). La leche se filtra
empleando una malla de tela fina, con el objetivo de quitar impurezas resultantes de la

extraccion y transporte.

Posteriormente, se realiza la pasteurizacion, elevando la temperatura de la leche a 85°C durante
15 minutos. Este tratamiento térmico se hace con el fin de eliminar la mayoria de las bacterias
acido-lacticas y patdgenas, las cuales mueren a temperaturas entre 70°C y 90°C por pocos
segundos. Sin embargo, las bacterias termofilas presentan mayor resistencia térmica y las
esporas de bacilos y clostridios, de cardcter termo durico, para su eliminacion se requieren

temperaturas superiores a 100°C durante varios minutos (79).

Luego de la pasteurizacion la leche se enfria hasta alcanzar los 45°C, debido a que esta
temperatura es la ideal para la propagacion de las bacterias acido-lacticas. El cultivo debe
mantenerse entre 43°C y 45°C durante aproximadamente 7 horas para obtener un yogur de
calidad. Terminado el tiempo de fermentacion, es necesario enfriar el yogur con el fin de detener
la actividad fermentativa de las bacterias acido lacticas y estabilizar el acido lactico y otros

compuestos.

Luego de un periodo de aproximadamente 12 horas a 4°C, el yogur es sometido a un batido
para homogenizar su textura. Finalmente, el yogur se envasa en recipientes de vidrio o plastico
previamente higienizados y se almacena a 4°C. El Diagrama 1 ilustra el proceso de preparacion

de yogur y su conservacion.
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leche
Filtracion

Pasteurizacion Te: 85°C
15 min

Enfriamiento

Inoculacion

Fermentacion T°: 43°C
7 horas

Enfriamiento

Batido

Envasado

Almacenamiento

Figura 2. Fotografia del diagrama de flujo de la elaboracion de yogur

1.3.3. Beneficios

El yogur es un producto derivado de la fermentacion acido lactica llevada a cabo por las
bacterias probioticas, como lo son S. thermophilus, L delbrueckii subsp. Bulgaricus, L
acidophilus y Bifidobacterium longum. Estas bacterias son capaces de colonizar zonas

especificas del sistema gastrointestinal e interactuar con el microbioma del hospedero.

El yogur puede elaborarse a partir de leche entera, baja en grasa o descremada, también se le
puede adicionar fruta, edulcorantes y colorantes para mejorar su presentacion. Asimismo, es
posible se suplementacion agregando micronutrientes como vitamina D y calcio. El consumo
de este producto fortificado en personas adultas es asociado con la mejora de la salud dsea, la

reduccién de caidas y fracturas, ademas de mejorar el rendimiento muscular (80).

En pacientes con diabetes tipo 2, la ingesta de yogur probiotico reduce en 4.54% el colesterol
sérico total y en 7.45% el colesterol ligado a lipoproteinas de baja densidad (82). Se ha asociado
el consumo de probidticos a la mejora de la inmunidad innata, fortalecimiento de la inmunidad

intestinal y reduccion de la duracion y severidad de las infecciones respiratorias (80).
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Por otro lado, se ha observado que la fraccion solida del yogur presenta actividad antitumoral,
mostrando reducir la formacion de tumores en distintos tipos de cancer colorrectal y de vejiga
(82). Ademas, se ha demostrado que las cepas de Bifidobacterium poseen la capacidad de
localizar tumores y establecer un tratamiento antitumoral. También se ha estudiado el uso de

Bifidobacterium breve y Bifidobacterium longum para mejorar la tolerancia al estrés oxidativo
(81).
1.4.Sistema gastrointestinal

El sistema gastrointestinal estd conformado por un conjunto de 6rganos cuya funcion principal
es nutrir el organismo mediante las digestion y absorcion de nutrientes. Asimismo, interviene

en la produccion de enzimas y hormonas culminando la digestion con la excrecion de residuos.

La digestion comienza en la cavidad oral con la masticacion de los alimentos y la secrecion de
saliva por parte de las glandulas parétidas, sublinguales, submaxilares y salivares. La
combinacion de la accion mecénica y quimica origina el bolo alimenticio, que es impulsado por

la lengua hacia la orofaringe y es6fago.

El bolo alimenticio transita por el es6fago, un conducto muscular tubular unidireccional que
conecta a la cavidad oral con el estomago. El esofago estd recubierto por capas de epitelio
escamoso estratificado y lubricado por saliva, lo que facilita el paso de los alimentos, estos son
impulsados mediante movimientos peristalticos que conducen el bolo alimenticio hacia el

estdmago.

El estdmago, es una estructura localizada en la region superior y media del abdomen, se divide
anatdmicamente en cuatro regiones: fondo, cuerpo, antro y piloro. Cada una de estas se
compone de diferentes tipos celulares. En el fondo y el cuerpo se encuentran células parietales,
responsables de la secrecion de acido y células principales que producen pepsina, una enzima
proteolitica. El antro esta recubierto por células G, producen gastrina, una hormona que
estimula la secrecion de acido. El esfinter pildrico, situado en la region distal, regula el paso del

contenido gastrico hacia el intestino.

El intestino delgado, mide aproximadamente 7 metros y se compone de duodeno, yeyuno e
ileon. Esta revestido por epitelio columnar y presenta valvulas conniventes, vellosidades y
microvellosidades, que son modificaciones pilosas de la membrana celular superficial,
encargadas de la absorcion de agua y nutrientes (vitaminas, minerales, carbohidratos y

proteinas). Se presenta la valvula ileocecal que conecta el intestino delgado con el intestino
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grueso, ralentiza el transito de nutrientes y facilita la digestion. Ademas, actia como barrera

que limita el paso de bacterias coldnicas hacia el intestino delgado.

El intestino grueso se extiende desde la valvula ileocecal hasta el ano, y se divide
anatomicamente en apéndice vermiforme, ciego, colon ascendente, colon transverso, colon
descendente, colon sigmoide y recto. El apéndice, unido al ciego, alberga biopeliculas
bacterianas (Lactobacillus, Enterococcus, entre otras) que participan en la biosintesis de
vitaminas y metabolismo de esteroides, y pueden contribuir a repoblar el colon tras episodios
de diarrea o infeccion. El colon, recubierto por epitelio columnar simple con microvellosidades,
continua el proceso de absorcion de agua y electrolitos. El ano, revestido por epitelio escamoso

estratificado, constituye en el segmento final del tracto gastrointestinal.

Los organos accesorios del sistema gastrointestinal son el higado, el pancreas y la vesicula
biliar. El higado, situado en el cuadrante superior derecho del abdomen, su funcion es la
produccion de bilis, la cual es transportada al intestino delgado a través de los conductos para
facilitar la emulsificacion y digestion de lipidos, ademas, participa en la detoxificacion de
farmacos y metabolitos. La vesicula biliar, conectada al sistema biliar mediante el conducto
cistico, almacena la bilis hasta su liberacion durante la digestion. El pancreas, localizado en la
region media del abdomen, secreta enzimas digestivas como amilasa, lipasa, tripsina y
quimotripsina, son drenadas al intestino delgado a través de los ductos pancreaticos. Ademas,
cumple una funcidon endocrina mediante la secrecion de insulina, hormona que regula la

captacion de glucosa por las células (83).

Glandulas salivales

— Esdfago

— Estomago

Figura 3. Diagrama del Sistema digestivo (129)
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1.4.1. Métodos de digestion in vitro

Los métodos de digestion in vitro se fundamentan en los conocimientos del sistema digestivo
humano y buscan emular las condiciones fisiologicas para estudiar los cambios que
experimentan los alimentos durante el proceso digestivo. Estos métodos son ampliamente
usados por ser rdpidos, econdémicos y reproducibles. Ademds, permiten determinar la
bioaccesibilidad, entendida como la cantidad de un nutriente o compuesto ingerido presente en
el tracto intestinal y disponible para su absorciéon tras la digestion, asi como la
biodisponibilidad, que corresponde a la fraccion de un metabolito activo que alcanza la
circulacion sistémica tras su ingestion. Existen dos tipos principales de digestion in vitro, que
se diferencian segun el nimero de fases y los fluidos simulados. Estos métodos pueden

clasificarse en métodos estaticos o dinamicos (84).

1.4.2. Meétodo de digestion in vitro estatico INFOGEST

El método estatico in vitro INFOGEST surgié como resultado de la Cooperacion Europea en
Ciencia y Tecnologia (COST), desarrollada entre los afios 2011 y 2015. En este proyecto se
reunieron 340 cientificos de diferentes diciplinas como nutricién, gastroenterologia,
farmacéutica, bioquimica y toxicologica, provenientes de 130 instituciones y 37 paises
(incluyendo Nueva Zelanda, Australia, Estados Unidos, Argentina y diversas naciones
europeas), con el objetivo de unificar las condiciones para un modelo de digestion in vitro. La
digestion estatica in vitro contempla tres fases: oral, géstrica e intestinal. En cada una de ellas
se anaden fluidos simulados y enzimas, acompafiadas de periodos de incubacion y agitacion
con el fin de emular las condiciones digestivas in vivo. Como resultado, se obtuvieron
protocolos estandarizados que permiten emular cada etapa de la vida humana: infancia, adultez

y vejez.

En la presente tesis se utilizd6 una adaptacién del protocolo consensuado, descrito en los

articulos de Minekus et al. (2014) y Brodkorb et al.(2019) (85,86,87).
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CAPITULO II
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2. MATERIALES Y METODOLOGIA

2.1.Lugar de ejecucion

La experimentacion de la presente tesis se llevd a cabo en los laboratorios E-405 y E-406 del

Vicerrectorado de Investigacion en la Universidad Catolica de Santa Maria

2.2.Materiales

2.2.1. Muestra biologica

o Cultivo Aby-3 Chr-hansen, conteniendo las cepas comerciales BB-12® y LA-5®
siendo las siguientes: Bifidobacterium spp. Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.

o Muestras comerciales: YoG1 conteniendo las cepas Streptococcus thermophilus y
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Bifidobacterium animalis subsp.

lactis. YoG2 conteniendo las cepas BB12 Bifidobacterium

2.2.2. Material de laboratorio

o Tubos eppendorf 1.5 mL y 5 mL
o Tubos falcon de 15 mL y 50 mL
o Botella de vidrio 1000 mL

o Matraz 250 mL

o Probeta 100 mL

o Beaker de 500 mL

o Porta objetos 25*75mm

o Cubre objetos

o Placas Petri 15*90mm

o Tips 2.5uL, 200uL y 1000uL

o Asade kolle

o Mechero

o Taper de pléstico 3ltrs

o Velas

o Bolsas de polipropileno

2.2.3. Insumos y reactivos quimicos

o Etanol 70°y 96° ALKOFARMA
o Agua MiliQ grado 2
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o Agua destilada

o Agar MRS (Man, Rogosa y Sharpe)
o Ringer lactato

o Cloruro de sodio

o Fosfato monopotasico

o Bicarbonato de sodio

o Cloruro de potasio

o Cloruro de magnesio hexahidratado
o Carbonato de amonio

o Cloruro de calcio dihidratado

o Inulina de agave (Enature)

o L-cisteina
2.2.4. Enzimas

o o -amilasa (A0521 Sigma-Aldrich, EC nlimero:232-565-6)

o Pepsina (P7000 Sigma-Aldrich, EC nimero:232-629-3)

o Pancreatina (P7545 Sigma-Aldrich, EC nimero:232-468-9)

o Bilis Extracto (B8631 Sigma-Aldrich, EC nimero:232-369-0)

2.2.5. Equipos

o Bano termostatico modelo Masson (30°C-110°C)
o Balanza (Precisa)

o Balanza analitica (WELLiSH)

o Incubadora (Faithful)

o Autoclave

o Vortex analogo (Eurotech)

o Medidor pH (Ohaus)

o Campana extractora de gases (Biobase)

o Cémara de CO2 (Anaerocult)

o Cocinilla (Cosmos innovation)

o Sistema de purificacion de agua pura (Milli-Q IX 7005)
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2.3.Metodologia

2.3.1. Cdlculo de cultivo para la preparacion del yogur

Para la preparacion de yogur se emple6 el cultivo de Aby-3 de Chr-hansen, compuesto por las
cepas comerciales BB-12® y LA-5®, siendo las siguientes Bifidobacterium spp. Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. El
cultivo empleado fue de 50U, suficientes para la inoculacioén de 250 litros de leche (88), como

se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Cuadro de tasa de inoculacion

Cantidad deleche 5501 /7061 1000 L /300 gal 2500 L/ 700 gal
inoculada
Cantidad de cultivo
50U 200U 500U
DVS
(Direct Vat Set, DVS)

Para el desarrollo de la presente tesis inocul6 un litro de leche por ensayo, por lo que el cultivo
tuvo que ser fraccionado antes de usarlo. En la preparacion del yogur se utilizdé 0.048gr de

cultivo DVS por cada litro de leche de vaca, segun se calculd en la Ecuacion 1.

(peso sobre completo — peso sobre vacio)gr
250L

gr cultivo * 1litro leche =

. _ (20-8)gr _ gr
cultivo gr/L = SE0L 0.048 T

Ecuacion 1. Ecuacion de calculo de cultivo por litro

Se observo que los cultivos almacenados presentaban un pardeamiento y una textura pegajosa
por lo que, luego del fraccionamiento estos fueron congelados. Es probable que este cambio
de color esté relacionado a la perdida de la viabilidad bacteriana ya que durante el prolongado
almacenamiento la membrana bacteriana sufre una oxidacion lipidica, acumulando radicales
libres que reducen la hidrofobicidad de la membrana y las proteinas pierden su interaccion
(126). La muerte celular incrementa la disponibilidad de cadenas laterales de proteinas que
pueden reaccionar con azucares reductores, como la lactosa y otros derivados lacteos que
actian como crioprotectores (93), favoreciendo asi la reaccion de Maillard. La textura

observada tras el almacenamiento podria explicarse por la absorcion de humedad, ya que la
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lactosa del cultivo se disuelve parcialmente y forma puentes entre proteinas y azucares, lo

que degrada el medio y contribuye a la destruccion de la estructura celular (127).

Figura 4. Diferencia de color entre cultivos luego del almacenamiento

2.3.2. Preparacion del yogur

La leche de vaca se filtr6 empleando una gasa fina, la cual fue previamente esterilizada por
inmersion en agua hirviendo durante 1 a 2 minutos usando un colador, con el fin de separar
impurezas, particulas de polvo u otros contaminantes derivados de la extraccidon y transporte

(89).

Posteriormente, la leche filtrada se transfiri6 a una olla de acero inoxidable y se calentd hasta
los 85°C manteniendo a esta temperatura durante 15 minutos, con el fin de llevar a cabo una
pasteurizacion (92,98). Al finalizar este tiempo, la olla se coloc6 en un bafio maria frio hasta
alcanzar los 45°C, temperatura optima para la inoculacion del cultivo (90). Se adicion6 los

0.048gr de cultivo y con movimientos circulares este es disuelto homogéneamente en la leche.

Luego de la inoculacion se incorpord el prebidtico Inulina a dos concentraciones (5% y 6.5%),
calculando que por cada 100 mL de leche se anadieron 5 gy 6.5 g de Inulina respectivamente.
Una vez solubilizado el cultivo y el prebidtico, la leche inoculada se distribuyo
homogéneamente en las yogurteras que mantienen los recipientes a una temperatura de 43°C

durante 7 horas (91).

Al término de la fermentacion, se esperé un pH de 4.0-4.6 (Figura 4), valor que confirma una
correcta acidificacion segun la ficha técnica del cultivo. Luego de las 7 horas de incubacion se
midio el pH del yogur usando el potenciometro, alcanzando 4.3 de pH. Finalmente, el yogur
fue enfriado para detener la produccion de acido lactico y favorecer el desarrollo de una textura

adecuada (93).
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Figura 5. Curva de acidificacion durante la fermentacion segun la ficha técnica (130)
2.3.3. Meétodo in vitro INFOGEST

La digestion in vitro llevada a cabo en el desarrollo de esta tesis consta de cuatro fases: oral,
gastrica, duodenal e intestinal. Previo a la ejecucion del ensayo, se prepard soluciones stock
usadas para la elaboracion de fluidos simulados, los que emularon las condiciones propias de
cada fase. Estos fluidos son: Fluido Salival Simulado (SSF), Fluido Gastrico Simulado (SGF)
y Fluido Intestinal Simulado (SIF) (86).

2.3.4. Preparacion de soluciones stock

Las soluciones stock constituyen la base para la preparacion de fluidos simulados. Cada una de
ellas fueron preparadas segun el protocolo descrito por Brodkorb et al. y posteriormente se
empled filtros de 0.22 um. Los stocks de trabajo fueron elaborados de acuerdo con las
concentraciones y volimenes indicados en la Tabla 8, y fueron congelados para su

almacenamiento (87).

Tabla 8. Componentes de soluciones stock

Componente Concentracion del stock Requerido para el ensayo
gLt mol L! mL
KCl 37.3 0.5 28.8
KH:2PO4 68 0.5 54
NaHCOs 84 1 61.8
NaCl 117 2 21.4
MgCl2(H20)s 30.5 0.15 2
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(NH4)2C03 48 0.5 0.56
Ajuste de pH mol L! mL
NaOH 40 1
HCl1 497.4 6 2.09
Usar en el protocolo gL! mol L! mL
CaCl2(H20): 44.1 0.3

2.3.5. Preparacion de fluidos simulados

Las soluciones de trabajo fueron preparados seglin la Tabla 9 en un volumen total de 400 mL y
fueron almacenados en tubos falcén de 50 mL a -20°C. Las enzimas, sales biliares, Ca®" y agua
ultrapura tipo I fueron anadidos en los ultimos 100 mL los que corresponden a la concentracion
de electrolitos final adecuada. Ademas, la concentracion de CaClx(H20), fue afiadido al final

de la mezcla (86).

Tabla 9. Concentraciones de Fluidos Simulados

Fluido Salival Simulado Fluido Gastrico Simulado Fluido Intestinal Simulado

(pH 7,Vol.400mL,-20°C) (pH 3, Vol. 400mL, -20°C)  (pH 7, Vol. 400mL, -20°C)

Componente Vol. Concn. Vol. Concn. Vol. Concn.
mL mmolL! mL mmolL! mL mmolL"!
KCl 15.1 15.1 6.9 6.9 6.8 6.8
KH,PO,4 3.7 3.7 0.9 0.9 0.8 0.8
NaHCOs3 6.8 13.6 12.5 25 42.5 85
NaCl - - 11.8 47.2 9.6 384
MgCL(H:0)s 0.5 0.15 0.4 0.1 1.1 0.33
(NH4):CO3 0.06 0.06 0.5 0.5 - -
Ajuste pH mL mmolL! mL mmolL! mL mmolL!
NaOH - - - - - -
HCl 0.09 1.1 1.3 15.6 0.7 8.4
Para 400mL mL mL mL
Agua MQ 373.75 - 365.7 - 338.5 -
Aiiadir al final mmolL"! mmolL"! mmolL"!
CaCly(H;0); ; 15 ; 0.15 ; 0.6

*CaClz2(H20)2—este compuesto solo se agrega, al final de la mezcla
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2.3.6. Preparacion de enzimas

En la presente tesis se us6 3 enzimas (o-amilasa, pepsina, pancreatina) y bilis las que fueron

preparadas segiin lo muestra la Tabla 10, se usaron volimenes de los fluidos simulados y agua

miliQ (87).

Tabla 10.Preparacion de stocks de enzimas y sales biliares

Enzima

Concentracion

Preparacion de soluciones stock

Stock de trabajo

U/mg

o -amilasa

2.500

Stock deseado: 1.2mg/mL (3000
UmL™")

Disolver 0.012g de amilasa en
10mL de SFF y alicuotar ImL en
10 tubos eppendorf. Almacenar a -
20°C.

Concentracion ideal:75
UmL!
Disolver 0.25 mL de sol.

stock en 10 mL de SFF.

Pepsina

706

Stock deseado:35mg/mL (24.71
UmL™)

Disolver 0.35g de pepsina en 10
mL de SGF y alicuotar ImL en 10
tubos eppendorf. Almacenar a -

20°C

Concentracion ideal:
2000UmL"!

Disolver 0.8 mL de sol.
Stock en 10 mL de SGF.

Pancreatina

200 UPS

Stock deseado: 4 mg/mL.
Disolver 0.2g de pancreatina en 50
mL de SIF y alicuotar 5 mL en 10

tubos falcon. Almacenar a -20°C

Concentracion ideal:1X
Disolver 1.25 mL de sol.
stock en 10 mL de SIF.

Bilis

442 g/mol

Stock deseado: 70 mg/mL.

Disolver 0.7g de bilis en 10 mL de
Agua MiliQ y alicuotar 1 mLen 10
tubos eppendorf. Almacenar a 4°C

por una s€mana o dos.

Concentracion ideal: 10 mM
Disolver 0.625 mL de sol.
stock en 10 mL de agua
MiliQ.

2.3.7. Preparacion de mesa y lugar de trabajo

Antes de comenzar con el protocolo de digestion es necesario preparar el espacio de trabajo.

Para el desarrollo del ensayo se usé una campana extractora debido a que es un ambiente

cerrado y controlado. En la Figura 3 se observan los siguientes materiales: tubos eppendorf 1
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mL y 5 mL, 1 gradilla, agua miliQ estéril, micropipetas de 0.1p- 2.5u; Sp - 20u; 20p - 200yp;
100p - 1000y, gradillas de tips para 0.1p; 200u; 100 p, mechero, marcador indeleble,
encendedor y bolsa de desechos. Este material fue irradiado con UV por 15min para su
desinfeccion. El material almacenado a 4°C como los fluidos simulados (SSF, SGF y SIF), las
sales NaOH, CaCly(H20)., y las enzimas a-amilasa, pepsina, pancreatina y bilis; fueron

atemperados para su uso en el protocolo (86).

Figura 6. Fotografia de los materiales en la campana extractora

En el meson de trabajo fue colocado el bafio maria previamente calentado a 37°C, ademas de
un termoémetro, alcohol y camara de CO». Se configuro el potencidometro revisando que esté en
buenas condiciones y teniendo agua destilada suficiente para su limpieza. Ademas de las
soluciones HCl 6M y NaOH 1M para el respectivo ajuste de pH. También la incubadora fue
programada a 37°C.

2.3.8. Preparacion de medio de cultivo

Antes de comenzar con el protocolo es necesario preparar la cantidad necesaria de Agar MRS
(Man, Rogosa y Sharpe) debido a que las diluciones de cada fase deben de ser sembradas justo
después de su incubacion, por lo que no tenerlo listo demoraria el ensayo. Para la preparacion
de 1litro de medio se debe pesar 68.2gr y disolver en agua desmineralizada. En la presente tesis
se trabajo con 400mL de medio por lo que se pes6 27.28gr y se disolvid en 400 mL de agua
miliQ (94). Esta mezcla fue calentada hasta ebullir, moviendo constantemente para evitar la
sedimentacion del agar en la base del balon. Una vez que el medio enfrié por unos minutos se
distribuyd 100mL en matraces de 150mL los que corresponden a cada una de las fases. Estos
fueron autoclavados a 121°C por 15min. Al termino de este tiempo los matraces fueron
almacenados en una incubadora programada a 69°C con el fin de mantener el medio liquido.
Por ultimo, antes de utilizar el medio, este fue enfriado hasta alcanzar una temperatura de entre
45°C-50°C, donde se anadid 0.05g de L-cisteina por cada 100 mL de medio MRS (110). Esto

se debe a que las bacterias del género Bifidobacterium son consideradas auxotrofas para la
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cisteina, es decir, no pueden asimilar el azufre inorganico y requieren de una fuente organica

externa (111).

2.3.9. Teécnica de sembrado

En el protocolo que consta de 4 fases (Oral, Gastrica, Duodenal e Intestinal) dicta que luego
de cada una la muestra es diluida y sembrada. Para este paso el medio esta almacenado en una
incubadora a 69°C, con fin de la mantener el medio liquido y evitar la gelificacion. Antes de
realizar las diluciones el medio debe ser enfriado hasta los 45°C. Una vez que las muestras estén
diluidas y las placas rotuladas se procede a sembrar. En una placa vacia y rotulada se deposita
100uL de muestra que es previamente mezclada por vortex como se observa en la Figura 4,
seguidamente es llenada con aproximadamente 100 mL a 120 mL de medio de cultivo a una
temperatura menor a 45°C segtn la Figura 5. Esta técnica de sembrado se denomina siembra
en placa vertida segin la Figura 6 la que es ideal para la cuantificacion de colonias ). Las
placas gelificadas son incubadas boca abajo dentro de una camara de CO; a 37°C por 48 a72

horas (95).

Figura 7. Técnica de sembrado en placa vertida con 100 pL. de muestra por placa

(VR RRRRR RN

Figura 8. Temperatura ideal para sembrar las muestras
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2.3.10. Método in vitro INFOGEST

-Stock Fluido Salival Simulado (SSF) I .,
. ncubacion
Fase Oral -Stock a-amilasa P ——
-Stock CaCl2 0.3M 2 min, 37°C
-Stock Fluido Gastrico Simulado (SGF)
Fase -Stock pepsina (2500 U/mg) Incubacion
Gastrica | _Stock CaCI2 0.3M 2h,37°C
& | -Ajuste pH
[ -Stock Fluido Intestinal Simulado (SIF)
Fage -Stock pgr}creatina (800 U/ml) Incubacié
Duodenal ] -Stock bilis (10 mM) 2}133%%
-Stock CaCl2 0.3M > » L2070
| -Ajuste pH
IF:tse‘;inal { -Stock Fluido Intestinal Simulado (STF) ;—lacubacion__ 1’;°7“bca°é°(f)‘ =

Figura 9. Protocolo del método de digestion in vitro INFOGEST. Nota. Adaptado de (86)

2.3.10.1. Fase Oral

Antes de la toma de muestra, es necesario quitar la delgada capa de nata que se crea en la
superficie de yogur, debido a que la nata es la grasa formada durante la fermentacion y es
eliminada con el fin de obtener un yogur homogéneo y cremoso. Luego el yogur es batido hasta
observar una textura homogénea. En esta fase se trabaja con un volumen final de 2mL, por lo
que se usan tubos eppendorf de SmL. A este se le coloca ImL de yogur, debido a su espesor se
usa una jeringa estéril de 1ml para la toma de muestra. Luego se le anade 700uL de Fluido
Salival Simulado (SSF). Esto es mezclado por el vortex. A la mezcla se le afiaden 50uL del
stock de la enzima a-amilasa (1.2mg/mL; 2500U/mg), SuL de stock de CaCl, 0.3M y 245uL

de agua miliQ esteril. Finalmente es mezclado por el voxter e incubado por 2min a 37°C (86).

Culminados los 2 minutos de incubacidn la muestra es diluida y sembrada, para este paso son
usados tubos eppendorf de 2mL los que previamente son llenados con 0.9 mL de Ringer. Para
la dilucion se usan 100pL de muestra, la cual es mezclada con el ringer usando el vortex y
resuspendida sucesivamente. En esta fase se observo que la dilucion ideal es 10°. Las tres
ultimas diluciones son sembradas usando el método de placa vertida y son incubadas por 48

horas a 37°C y COz 5% (86).
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Figura 10. Digestion in vitro fase oral

2.3.10.2. Fase Gastrica

En esta fase se usa ImL de la suspension Oral, este es agregado a un tubo eppendorf de SmL.
Se le afiade 750uL de Fluido Gastrico Simulado (SGF), este es mezclado usando el vortex.
Luego se le anade 160puL de stock de pepsina (35 mg/mL; 406 U/mg) y 0.1uL de stock de
CaCl2 0.3M. Volver a mezclar y seguidamente ajustar el pH a 3 afiadiendo HC1 6M solo de ser
necesario. Por lo general son agregados de 10uL a 15uL. de HC1 6M para obtener el pH deseado,
se usa el potencidmetro para verificar el pH como se ve en la Figura 10. Luego se agrega el
volumen necesario de agua miliQ para llegar a un volumen final de 2mL. Este volumen es

mezclado con el vortex y luego incubado por 2 horas a 37°C (86).

Figura 11. Fotografia del ajuste de pH a 3 usando potenciometro

Luego de la fase gastrica es necesario hacer un recuento de bacterias, para lo cual se hacen
diluciones en 0.9mL de Ringer usando tubos eppendorf de 2mL, a estos se le afiaden 100uL de
la suspension gastrica. La muestra es diluida hasta la dilucién 107, luego es sembrada en placas
rotuladas como se observa en la Figura 11, luego estas placas son plaqueadas segin el método

de placa vertida. Luego son incubadas por 48 horas a 37°C y CO2 5% (86).

Figura 12. Fotografia del ejemplo de rotulado de placas
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Figura 13. Digestion fase gastrica

2.3.10.3. Fase Duodenal

En esta fase se trabaja con 1mL de la suspension géstrica; en un tubo eppendorf de SmL es
afiadida la suspension y se agrega 550uL de Fluido Intestinal Simulado (SIF). Luego de ser
mezclado con el vortex, se le anade 250uL de pancreatina (4mg/mL), 125uL de la solucion
stock de bilis (70 mg/mL) y 2 uL de stock de CaCl2 0.3M. Seguidamente la suspension es
mezclada y el pH es ajustado a 7 usando NaOH 1M solo si es necesario, el pH es medido usando
el potenciometro como se observa en la Figura 12. Para terminar con esta fase, se afiade la
cantidad necesaria para alcanzar el volumen final de 2mL. La suspension es mezclada por
ultima vez e incubada por 10 min a 37°C a CO2 5%, para lograr estas condiciones se uso una

camara de COz como se ejemplifica en la Figura 13.

Figura 14. Fotografia de la correccion de pH a 7

Terminada la incubacién las muestras son diluidas en Ringer hasta la dilucion 10, luego son
sembradas y plaqueadas. Una vez el agar este gelificado las placas Petri sembradas son
colocadas cara abajo y dentro de una camara de CO2 que a su vez sera colocada dentro de la

incubadora a 37°C por 48 horas.
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Figura 15. Digestion fase duodenal

2.3.10.4. Fase Intestinal

En esta ultima fase, se toma 1mL de la fase intestinal y es colocado en un tubo eppendorf de
SmL. A este se le anaden 2mL de Fluido Intestinal Simulado (SIF) con el fin de reducir la
concentracion de bilis 3.3mM y de pancreatina. Teniendo como volumen final 3mL. Este es

incubado por 2 horas a 37°C y CO2 5% como se observa en la Figura 14.

Luego de la incubacion de cada Fase las placas sembradas se deben incubar por 48h a 37°C a
CO2 5% en la cdmara de CO; como se ve en, terminado el tiempo se incubacion las placas son

observadas y las colonias cuantificadas.

||
1mL 2 mL SIF Mezclar Incubar2h  volumen Sembrar a
suspension 37°C, 5%  final3mL 107, 10,
Duodenal co2 10-1

Figura 16. Digestion fase intestinal

2.3.11. Cuantificacion de colonias dcido lacticas

Luego de cada fase las tres ultimas diluciones indicadas en la Tablal1. son sembradas en placas
rotuladas y seguidamente son plaqueadas con el método de vertido en placa. El método de
vertido en placa es ideal en la cuantificacion de colonias, luego de 48 horas de incubacion las
placas de MRS agar son colocadas encima de una cartulina negra y las colonias de color
blanquecino son cuantificadas como se observa en la Figura 16. Si las placas con colonias
exceden los 250 UFC son demasiado numerosas para ser contadas (Too Numerous To Count,

TNTC) y si es menor a 25 por placa se consideran recuentos estimados (CE) (96,97).
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Tabla 11. Diluciones sembradas de cada Fase del método INFOGEST

Fase Oral Fase Gastrica  Fase Duodenal Fase intestinal

Diluciones 103,10%,10° 103,104, 10° 102 103, 10% 102,103, 10*

Figura 17. Fotografia de placas con diluciones 103, 10, 10~ de la Fase Oral

Para el célculo de la cantidad de microorganismos viables en una placa en unidades UFC/mL
se uso la Ecuacion 2, que es parte del método de recuento en placa estandar adoptado por la
FDA Manual Analitico bacteriolégico (BAM) con el fin de evaluar la carga microbiana en

alimentos, cosméticos, aguas y demas productos (97).

YC

N = A xn) + 01 xmy) x (@]

Ecuacion 2. Ecuacion de cantidad de microorganismos viables

Caracterizacion de los valores de la Ecuacion 2. la variable N se reconoce como el numero
estimado de microorganismos por gramo o mililitro, }.C se refiere a la suma de colonias
contadas en dos placas dentro del rango de 25-250, n, este valor es el valor mayor de la primera
dilucion, n, este valor es el valor de placas de la segunda dilucion, d es la dilucion a la que

corresponde el valor menor (97).
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CAPITULO III
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.Evaluacion sensorial de yogur probidtico suplementado con inulina

Las caracteristicas organolépticas del yogur posterior al proceso de fermentacion incluyeron un
color blanco cremoso, sabor de neutro a ligeramente acido, pH de 4.5, aroma caracteristico y
consistencia semisolida. El andlisis sensorial indico una alta aceptabilidad del yogur elaborado
con inulina al 5 %, segln la encuesta presentada en el Anexo 6. Asimismo, no se evidenciaron
diferencias significativas en los atributos de apariencia, acidez y cremosidad entre los
tratamientos evaluados (Medina, 2026). La adicion de inulina de agave como prebiodtico
contribuye a la textura cremosa obtenida luego de la fermentacion, ya que durante este proceso
se forma una red tridimensional de proteinas lacteas donde las micelas de caseina interactian
con proteinas de suero desnaturalizadas mediante enlaces hidrofobicos y electroestaticos

(113,114).

Durante la fermentacion del yogur se observo un cambio significativo en la consistencia y
textura de la leche. Este fenémeno puede deberse a la desnaturalizacion proteica inducida por
la pasteurizacion, donde la leche fue sometida a 85°C durante 15 minutos, favoreciendo la
interaccion entre las proteinas de suero y la caseina, mediante enlaces covalentes (115).
Posteriormente, la adicion de cultivo acido lactico provoca una disminucion del pH desde 6.8
hasta 4.5, el cual es el punto isoeléctrico de los micelios de caseina. Por lo tanto, la carga
negativa de los micelios y la estabilizacion estérica disminuyen lo que resulta en la coagulacion
de la caseina, formando una red de gel tridimensional que confiere al producto final una textura

firme y consistencia semisolida (115).

La adicion de inulina como prebiotico pudo influir en las caracteristicas organolépticas del
yogur. Dado su bajo contenido proteico, las moléculas de inulina se dispersan con libertad
facilmente entre las micelas de caseina, interfiriendo en la formacion de red proteica
responsable de la estructura del gel. Esta interaccion contribuye a un incremento en la
cremosidad y viscosidad (114). Diversos autores reportaron que la inulina favorece la sinéresis
del probidtico y estimula la produccion de acidos grasos volatiles, los que contribuyen a
preservar las caracteristicas sensoriales del yogur incluso después de 28 dias de

almacenamiento.

Al finalizar el proceso de batido, se evidencio que la concentracion de inulina afecto la textura

y consistencia, mientras que el color permaneci6 constante en todas las muestras.
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Particularmente la formulacion de 6.5% de inulina presentd una textura mas cremosa y firme,
lo que coincide con lo reportado por Brennan y Tudorica (116) quienes observaron que la

adicion de 6% de inulina mejord la cremosidad, la sensacion en la boca y la suavidad.

Asimismo, se observo una delgada capa de grasa en la superficie del yogur fermentado, lo que
sugiere una reduccion del contenido graso. La grasa de la leche esta compuesta principalmente
por acilglicéridos, aproximadamente 96-68%, los cuales pueden ser hidrolizados durante el
proceso de fermentacion, liberando glicerol y 4cidos grasos libres, disminuyendo la

concentracion grasa del producto (112).
3.1.1. Evaluacion microbioldgica luego de la fermentacion y almacenamiento

Al término de la fermentacion las muestras fueron expuestas a shock térmico para detener la
produccion de acido lactico. Luego fueron sembradas en agar MRS con 0.05g de L-Cisteina e
incubadas por 48 horas a 37°C y CO2 5%, donde se observd un crecimiento de 9.80
logio(UFC)/mL y de 9.04 logio(UFC)/mL para las concentraciones de inulina al 6.5y 5 %
respectivamente. Segin otros estudios luego de 36 horas de incubacion se observd un

crecimiento de 9.74 log1o(UFC)/mL con inulina (113).

Segun lo reportado por Rezaei et al. (117) el almacenamiento del yogur a 4°C, puede generar
una reduccion de 0.4 log de Bifidobacterium lactis. Esta disminucion se relaciona a la formacion
de microcristales durante periodo de refrigeracion, los cuales causan estrés mecanico y
compromete la viabilidad bacteriana. Cruz et al. (118) observaron que luego del
almacenamiento en congelacion, las cepas de Bifidobacterium spp. presentaron mayor
sensibilidad a la exposicion al aire y a los cambios de acidez en comparacion con Lactobacillus
acidophilus, reduciendo su concentracion bacteriana a pesar de haber alcanzado un valor

elevado al término de la fermentacion.

En comparacién con lo reportado por Ekkachai Kaewarsa et al. (113), al emplear GOS (galacto-
oligosacaridos) como prebidtico se observéd un crecimiento de 9.54 log CFU/mL luego de 36
horas de incubacion. Por otro lado, al suplementar con FOS (fructo-oligosacaridos), los autores
reportaron un incremento mayor, alcanzando 9.72 log CFU/mL al término de 18 horas de
incubacion. En ambos casos, las muestras fueron sembradas en agar MRS, medio selectivo
utilizado para la recuperacion y cuantificacion de bacterias probidticas, especialmente del

género Bifidobacterium y Lactobacillus.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




V&%, - UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE S BTN

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

3.2.Supervivencia de Bifidobacterium sp. luego de la digestion del modelo in vitro
INFOGEST

Se evaluo la supervivencia de la cepa probiotica Bifidobacterium sp. en yogur suplementado
con inulina 5% y 6.5%, asi como en dos yogures comerciales (YoG1 y YoG2), mediante la
digestion in vitro INFOGEST. Los siguientes resultados son expresados en la unidad (Logio
UFC/mL), debido a que se trabajoé con conteos bacterianos elevados (107 - 10%) y la
transformacion logaritmica ayuda a normalizar los resultados facilitando la comparacion entre
los tratamientos. En la Figura 18 se presentan los resultados correspondientes a la Fase oral y

gastrica del proceso digestivo.

Fase oral Fase gastrica
10

Crecimiento (Log UFC/mL)
Crecimiento (Log UFC/mL)

Inulina 5% Inulina 6.5% Control YoGl YoG2 Control
Tratamiento Tratamiento

Figura 18. Viabilidad de Bifidobacterium sp. en Fase oral y gastrica

Luego de la digestiéon en la fase oral, no se observd una disminucion significativa en el
crecimiento bacteriano. Esto podria deberse a que la a-amilasa tiene como funcion principal la
hidrolisis del almidén mediante la ruptura de los enlaces a-1,4-glucosidicos; sin embargo, el
yogur no presenta el sustrato adecuado y esta enzima no ejerce un efecto directo sobre las
bacterias. Durante la fase géstrica, esta enzima permanece activa por unos breves minutos hasta

ser desnaturalizada por el medio 4cido, cuyo pH oscila entre 1.5 a 2.0 (119).

En la fase gastrica, el yogur es hidrolizado por la pepsina debido a su funcion como
endopeptidasa, la cual actiia principalmente sobre la caseina, rompiendo los enlaces peptidicos
y generando péptidos como producto (120). Ademads, esta enzima afecta negativamente la
viabilidad de Bifidobacterium sp. porque hidroliza proteinas presentes en la membrana celular,
debilitando su estructura y favoreciendo la lisis bacteriana. Segin lo reportado por Khosravi
Zanjani et al. (121) al exponer cepas de Bifidobacterium sp. libres o micro encapsuladas a
condiciones gastricas simuladas, no observaron una diferencia relevante, ya que, tras 120

minutos de incubacion en agar MRS los conteos bacterianos se redujeron a cero.
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Figura 19.Viabilidad de Bifidobacterium sp. en Fase intestinal y duodenal

En la fase intestinal, se trabaja con la pancreatina, una mezcla de enzimas pancreaticas como
(proteasas, amilasas, lipasas y nucleasas) que ejerce un efecto limitado sobre la viabilidad de
Bifidobacterium sp. Las proteasas pueden hidrolizar parcialmente las proteinas de la membrana
celular. Ademas, es posible que la pancreatina contribuya al estrés enzimatico del entorno
intestinal. Sin embargo, este efecto puede ser menos drastico que el provocado durante la fase

intestinal.

Segun lo reportado por Lee J. et al. (122) las cepas Lactobacillus y Bifidobacterium mostraron
mayor una reduccion del conteo bacteriano tras la digestion gastrica que durante la intestinal.
Esto podria explicar el leve incremento en los conteos bacterianos observados en la fase

intestinal en la Figura 19.

Durante el proceso de digestion in vitro se observo diversos cambios en la textura y consistencia
de las muestras. Los yogures prebioticos preparados mantuvieron una textura cremosa, aunque
presentaron una consistencia mas liquida a medida que avanzaban las etapas de digestion. Por
otro lado, las muestras de yogur comercial no mostraron cambios apreciables en su textura ni
en su estabilidad. Este comportamiento podria deberse a la presencia de estabilizadores y
conservantes agregados durante su preparacion, los cuales contribuyen a mantener la estructura

y viscosidad del producto bajo condiciones variables.

En los ingredientes de la muestra YoG1 se encontrd como estabilizador a pectina (SIN 440) y
como sustancia conservadora a sorbato de potasio (SIN 202), y en la muestra YoG2 como
estabilizador a pectina SIN 440 y a almidon oxidado (SIN 1404). Estas sustancias no muestran
mayor interaccion con la cepa Bifidobacterium sp. y durante la digestion solo su inminente

degradacion. El cambio en su textura y estabilidad podria deberse a la degradacion progresiva
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de estas sustancias, al no estar presentes las muestras pierden cremosidad y firmeza. En algunos
estudios observaron que el consumo de pectina, derivada de la manzana, en alimentos grasos
provoco la remision de la inflamacion intestinal y mejor6 las funciones de la barrera intestinal

(123).

La diferencia significativa observada entre los conteos bacterianos de los yogures comerciales
puede atribuirse a las variaciones propias de cada producto y marca. Aunque en los ingredientes
se indican los nombres de los cultivos bacterianos presentes, no siempre especifican la cepa

utilizada, ya que algunas cepas son mds tolerantes a cambios de temperatura y pH que otras.

Asimismo, algunas marcas pueden incluir células VBNV (viables, pero no cultivables), las
cuales son mas fragiles frente a condiciones de estrés gastrointestinal intenso. Ademas, es
importante considerar que la concentracion inicial de probiodticos puede variar, de modo que
incluso si presentan la misma tasa de mortalidad durante la digestion, los niveles finales pueden
ser insuficientes para lograr un efecto funcional. Por tltimo, aunque muchos productos declaran
contener cultivos vivos, no necesariamente aseguran cantidades suficientes para ser funcionales

(128).

3.3.Comparar la viabilidad de la cepa probiotica Bifidobacterium sp. presente en el

yogur prebidtico y yogur comercial luego de la digestion gastrointestinal simulada.

Luego de la digestion simulada de todos los tratamientos, se compararon los recuentos
bacterianos, observandose que el yogur suplementado con inulina al 6.5% y el yogur comercial
YoG2 presentaron la mayor supervivencia. Este resultado resalta la resistencia de los cultivos
de Bifidobacterium sp. frente a las condiciones adversas del tracto gastrointestinal, siendo una

cualidad determinante para su eficacia como probiotico.

Segun lo reportado por Treven et al. (105), la supervivencia de los probidticos durante su paso
por el sistema gastrointestinal depende no solo de la resistencia propia de la cepa, sino también
de la matriz alimentaria, ya que esta actia como un vehiculo protector que contribuye a

mantener la viabilidad.
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Tabla 12. Comparacion de la viabilidad de Bifidobacterium sp. presente en yogur con inulina al

6.5% y yogur comercial YoG2

Recuento Logio(UFC)/mL

Tratamiento F Significancia (P)
X+S
Inulina 6.5% Oral 8.40 +£0.02
Inulina 6.5% Géstrica 7.29 +0.02
Inulina 6.5% Duodeno 7.37 +0.02
0.001
Inulina 6.5% Intestinal 6.23 £ 0.01
24.60
YoG2 Oral 9.42 +0.80 (p<0.01)**

YoG2 Gastrica 8.46 £ 0.54
YoG2 Duodeno 7.20 £+ 0.59
YoG2 Intestinal 7.03 +£0.62

** Diferencias altamente significativas (p<0.01)

En la Tabla 16, se presentan los recuentos y las desviaciones estandar del crecimiento de
Bifidobacterium sp. expresados en LogioUFC/mL, luego de la digestion in vitro de un yogur
probidtico suplementado con inulina al 6.5% y un yogur probiotico comercial (YoG2). El
analisis de varianza (ANOVA), reveld diferencias altamente significativas (p<0.01), en la

viabilidad de Bifidobacterium sp. entre los tratamientos evaluados.

Los recuentos mas altos se registraron en la fase oral por el YoG2 (9.42 Log10UFC/mL) mientras
que el yogur preparado con Inulina al 6.5% presento una disminucion en un 10%. En la fase
gastrica se observo una caida drastica de ambos tratamientos, atribuible a la exposicion al pH y
la presencia de pepsina, considerados los factores mas criticos para la supervivencia de
probidticos (86). Segun lo reportado por Ospanov et al. (124) la etapa gastrica es generalmente

la mas agresiva para las bacterias acido lacticas, incluidas diversas especies de Bifidobacterium

Sp.
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Figura 20. Comparacion de la viabilidad de Bifidobacterium sp. en yogur con inulina al

6.5% y yogur comercial YoG2

Durante la fase duodenal, los recuentos fueron estables alcanzando un valor equivalente, lo que
coincide con estudios con lo reportado por Hossain et al. (125) donde demuestran una mayor
tolerancia a las sales biliares y enzimas pancredticas. Finalmente, en la fase intestinal, se
observé la mayor reduccion, alcanzando los valores promedio cercanos a 6.23 LogioUFC/mL.
esta reduccion es reportada como consecuencia del efecto combinado de las sales biliares y la
prolongada exposicion puede dafiar la integridad celular. El yogur comercial YoG2 mostr6 una
concentracion de 7.03 LogioUFC/mL, siendo posible que los agregados quimicos en su
composicion tuvieran la funcion de amortiguar quimicamente los cambios propios de la

digestion.

Ambas concentraciones finales se encuentran dentro del rango recomendado segun el
Reglamento de la leche y productos lacteos del Gobierno Peruano (2017). Los mismos que
recomienda que un producto lacteo debe tener una concentracion inicial de por lo menos 8
LogioUFC/mL, ya que la concentracion minima aceptada de bacterias lacticas totales es de 7
LogioUFC/mL y para microorganismos agregados como Lactobacillus o Bifidobacterium sp.
debe ser un valor no minimo a 6 LogioUFC/mL (106). Por lo que, lo resultados sugieren que la
concentracion de Inulina al 6.5% permite una supervivencia considerable de Bifidobacterium
sp, suficiente para la colonizacioén del intestino y cumpliendo con sus caracteristicas como

probiotico.
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CONCLUSIONES

e Se elabor6 un yogur probidtico suplementado con inulina a dos concentraciones (5% y
6.5%), obteniéndose un producto con caracteristicas fisicoquimicas adecuadas (pH =
4.5, textura cremosa y firme) y con recuentos iniciales de Bifidobacterium sp.
Superiores a 8 LogioUFC/mL, valores considerados apropiados para un alimento
funcional destinado al consumo.

e Se observd una reduccion progresiva en la viabilidad bacteriana en todos los
tratamientos evaluados. Sin embargo, el tratamiento con 6.5 % de inulina present6 una
mayor viabilidad en comparacion con el control sin prebidtico. Estos resultados indican
que, si bien la adicion de inulina no mantiene una viabilidad constante durante todo el
proceso digestivo, si contribuye a brindar mayor estabilidad a las bacterias, permitiendo
conservar una mayor proporcion de colonias viables.

e Se observo que el tratamiento con 6.5% de Inulina present6 una viabilidad bacteriana
de 6.23 Logio UFC/mL, valor comparable al registrado en el yogur comercial YoG2
(7.03 Logio UFC/mL) al finalizar la digestion, con una diferencia de 0.8 Logio UFC/mL.
Estos valores se encuentran dentro del rango minimo recomendado para productos
probiodticos, establecido entre 6 y 7 Logio UFC/mL.

e Los yogures comerciales (YoGl y YoG2) mostraron una menor variacion en la
viabilidad durante la digestion, probablemente debido a la presencia de estabilizantes
como SIN 404, SIN 1404 y SIN 240 en su formulacion. No obstante, se observo una
diferencia significativa en los recuentos bacterianos entre ambos productos después del
proceso digestivo, lo que podria estar asociado a una eventual ruptura de la cadena de
frio, variaciones en el almacenamiento o a diferencias en la calidad y formulacion de

cada producto.
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RECOMENDACIONES

e Antes de iniciar el método de digestion in vitro INFOGEST, es necesario contar con
todos los materiales y equipos previamente preparados. Asimismo, se recomienda
establecer un cronograma para la preparacion de los fluidos, con el fin de garantizar la
adecuada actividad de las enzimas durante el proceso experimental.

e Para futuras investigaciones se recomienda emplear el método de digestion in vitro
dindmico basado en el protocolo INFOGEST, con el fin de escalar el estudio y evaluar
no solo la viabilidad de las bacterias probioticas durante el proceso digestivo, sino
también la produccion de metabolitos derivados de la fermentacion intestinal, como los
acidos grasos de cadena corta.

e Dado que la adicion de inulina de agave como prebiotico mostrd un efecto favorable en
la estabilidad de las bacterias probioticas, se recomienda evaluar otras fuentes de
prebioticos que puedan ser utilizadas en la elaboracion de yogur, con el fin de identificar
alternativas que ofrezcan beneficios similares o superiores y que contribuyan a mantener
la viabilidad bacteriana durante el proceso digestivo.

e Serecomienda evaluar la viabilidad de las bacterias probidticas en yogures almacenados
durante 7, 14, 21 y 30 dias posteriores a su elaboracion, utilizando el método de
digestion in vitro, con el fin de analizar el efecto del tiempo de almacenamiento sobre

la supervivencia bacteriana durante el transito gastrointestinal simulado.
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ANEXOS

ANEXO 1. Datos estadisticos de los tratamientos por fase

GRUPO Media Desv. Desviacion N
F. ORAL Inulina 5% 7.59 0.62 5
Inulina 6.5% 8.40 0.02 5
Control 7.71 0.74 5
YoGl1 7.52 0.55 5
YoG2 9.42 0.80 5
Total 8.13 0.92 25
F. GASTRICA Inulina 5% 7.00 0.80 5
Inulina 6.5% 7.29 0.02 5
Control 6.87 0.22 5
YoGl 5.61 0.30 5
YoG2 8.46 0.54 5
Total 7.05 1.02 25
F. DUODENAL Inulina 5% 6.58 0.68 5
Inulina 6.5% 7.37 0.02 5
Control 6.45 0.64 5
YoGl1 5.14 0.20 5
YoG2 7.20 0.59 5
Total 6.55 0.92 25
F. INTESTINAL Inulina 5% 6.11 0.84 5
Inulina 6.5% 6.23 0.01 5
Control 6.11 0.58 5
YoGl 5.02 0.43 5
YoG2 7.03 0.62 5
Total 6.10 0.83 25
ANEXO 2 Datos del calculo de ANOVA
Pruebas de efectos intra-sujetos
Origen Tipo Il de gl Media F Sig.
suma de cuadratica
cuadrados
factorl Esfericidad 57.055 3 19.018 104.942 0.000
asumida
Greenhouse 57.055 1.825 31.262 104.942 0.000
-Geisser
Huynh- 57.055 2.400 23.769 104.942 0.000
Feldt
Limite 57.055 1.000 57.055 104.942 0.000
inferior
factorl * | Esfericidad 7.089 12 0.591 3.260 0.001
grupo asumida
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Greenhouse 7.089 7.300 0.971 3.260 0.008
-Geisser
Huynh- 7.089 9.602 0.738 3.260 0.003
Feldt
Limite 7.089 4.000 1.772 3.260 0.033
inferior
Error Esfericidad 10.874 60 0.181
(factorl) | asumida
Greenhouse 10.874 36.501 0.298
-Geisser
Huynh- 10.874 48.008 0.226
Feldt
Limite 10.874 20.000 0.544
inferior
Pruebas de efectos inter-sujetos
. Tipo III de suma Media )
Origen (Ii)e cuadrados el cuadratica 3 Sig.
Interseccion 4838.480 1 4838.480 | 7853.467 0.000
grupo 52.321 4 13.080 21.231 0.000
Error 12.322 20 0.616
Anexo 3 Datos descriptivos
95% del intervalo de
N Media De:sv.' ’ Desv. confianza para la m’ed@a Minimo Méximo
Desviacion Error , . Limite
Limite inferior .
superior
Inulina
6.5% 5 8.40 0.02 0.00794 8.3739 8.4181 8.37 8.42
Oral
Inulina
6.5% 5 7.29 0.02 0.00832 7.2649 7.3111 7.26 7.31
Gastrica
Inulina
6.5% 5 7.37 0.02 0.00862 7.3501 7.3979 7.35 7.40
Duodeno
Inulina
6.5% 5 6.23 0.01 0.00395 6.2168 6.2387 6.21 6.24
Intestinal
e s 9.42 080 | 035692 8.4336 104156 | 837 10.55
YoG2 g 8.46 0.54 | 0.24316 7.7873 9.1375 7.60 9.10
Gastrica
YoG2 5 7.20 0.59 0.26288 6.4721 7.9319 6.23 7.74
Duodeno

68




Y0G2 5 7.03 0.62 0.27819 6.2594 7.8042 6.64 8.11
Intestinal
Total 40 7.68 1.04 0.16512 7.3418 &.0098 6.21 10.55
Anexo 4. ANOVA
Suma de 1 Media F Si
cuadrados g cuadratica &
Entre 35.866 7 5.124 24.601 0.000
grupos
Dentrode | ¢ 565 32 0.208
grupos
Total 42.531 39
Anexo 5. HSD Tukey
Subconjunto para alfa = .05
VAR N 1 5 3 4
Inulina
6.5% 5 6.2278
Intestinal
Yole 5 70318 | 7.0318
Intestin
YoG2
Duodeno 5 7.2020
Inulina
6.5% 5 7.2880
Gastrica
Inulina
6.5% 5 7.3740
Duodeno
Inulina
6.5% Oral > 8.3960
YoG2
Gastrica > 8.4624
Yo0G20ral 5 9.4246
Sig. 0.134 0.930 1.000 1.000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamarfio de la muestra de la media armoénica = 5.000.
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Anexo 6: Encuesta de valoracion sensorial
“Evaluacion sensorial de yogur con prebidtico inulina al 5%

Instrucciones: Marque con una (x) la opcién que mejor describa su respuesta.
1. Consumo de yogur
(Consume usted yogur?

o Si
o No

(Con qué frecuencia consume yogur?

2 0 3 veces a la semana
Una vez a la semana
Cada 15 dias

Una vez al mes

Muy ocasionalmente

2. Evaluacion del producto

O O O O O

Favor de usar la escala de 1al 5

1 2 3 4 5
Muy Insatisfecho | Ni satisfecho | Satisfecho Muy
insatisfecho ni satisfecho
insatisfecho

(Te agrada la

apariencia?

(Te agrada el

sabor?

(Te agrada la

acidez?

(Te agrada la

cremosidad?
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